esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



MESOSCALE DEVICES FOR ANALYSIS OF MOTILE CELLS 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 
Applicant: 

Classification: 

- international: 

- european: 

Application number: 
Priority number(s): 



ES2169770T 
2002-07-16 

WILDING PETER (US); KRICKA LARRY J (US) 
TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF 

C12Q1/68; B01L3/00; B01L7/00 

B01D61/18; B01D67/00H10D; B01D71/02; BO1J19/O0R; 
B01L3/00C6M; C12M1/34; C12Q1/68D 

ES 1 9950941 393T 1 9951 1 1 3 

US19940338728 19941114; US19940338380 19941114; 
US1 9940338369 19941114 



Also published as: 

W09615269 (A3) 
W09615269 (A2) 
W09614934 (A1) 
W09614933 (A1) 
EP0739423 (A3) 

more » 



Report a data error here 



Abstract not available for ES2169770T 

Abstract of corresponding document: W09614933 
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the rapid, accurate analysis of a sample having 
cells characterized by their motility. The devices 
comprise a solid substrate microfabricated to 
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are provided for conducting replicate motile cell 
assays, or for conducting a series of different 
assays using a single test sample. In another 
embodiment, preparative devices are provided 
for separating and collecting selected motile cell 
types of interest. In another embodiment, a 
device designed for performing an in vitro 
fertilization is provided in a portable incubator, 
which maintains the in vitro fertilization under 
optimum conditions. 
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DESCRIPCION 

Dispositivos mesoescalares de amplificaci6n de polinucleotidos. 

5 Antecedentes de la invencion 

La presente invencion se refiere en general a procedimientos y aparatos para realizar la amplificacion 
y analisis varios de polinucleotidos. Mas particularmente, la invencion se refiere al diserio y construction 
de modulos pequenos, tipicamente de un unico uso para uso en analisis que implican reacciones de am- 
10 plificacion de polinucleotidos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). 

En las ultimas decadas, la tecnica ha desarrollado un gran numero de protocolos, equipos de pruebas, 
y cartuchos para realizar analisis de muestras biologicas para varios propositos de diagnostico y control. 
Los inmunoensayos, los ensayos inmunometricos, los ensayos de aglutinacion y los analisis basados en 
15 ensayos de amplificacion de polinucleotidos (tales como la reaccion en cadena de la polimerasa) o en 
interacciones ligando-receptor varias y/o migration diferencial de especies en una muestra compleja, se 
han usado para determinar la presencia o concentration de contaminantes o compuestos biologicos varios, 
o la presencia de tipos de celulas particulares. 

20 Recientemente, se han desarrollado dispositivos desechables, pequenos, para manejar muestras 
biologicas y para realizar ciertos ensayos clinicos. Shoji y col. presentaron el uso de un analizador de 
gases en sangre en miniatura fabricado en un disco de silicio. Shoji y col., Sensors and Actuators, 15:101- 
107 (1988). Sato y col. presentaron una tecnica de fusion celular que usa dispositivos micromecanicos 
de silicio. Sato y col., Sensors y Actuators, A21-A23;948-953 (1990). Ciba Coming Diagnostics Corp. 

25 (USA) ha fabricado un fotometro laser controlado por microprocesador para detectar la coagulation de 
la sangre. 

La tecnologi'a de micromaquinas, que usa, por ejemplo, sustratos de silicio, ha permitido la fabri- 
cation de dispositivos microdisenados que tienen elementos estructurales con dimensiones mi'nimas que 

30 varian desde decenas de micrometros (las dimensiones de las celulas biologicas) hasta nanometros (las 
dimensiones de algunas macromoleculas biologicas). Angell y col., Scientific American, 248 : 44-55 (1983). 
Wise y col., Science, 245:1335-42 (1991); y Kricka y col., J.Int. Fed, Clin. Chem., 6:54-59 (1994). La 
mayona de los experimentos que implican elementos estructurales de este tamano se relacionan con la 
micromecanica, es decir, movimiento mecanico y propiedades de flujo. La capacidad potencial de estas 

35 estructuras no se ha explotado completamente en las ciencias de la vida. 

Brunette (Exper. Cell Res., 167:203-217 (1986) y 164:11-26 (1986)) estudio el comportamiento de fi- 
broblastos y las celulas epiteliales en ranuras en silicio, poh'meros revestidos de titanio, y otros por el estilo. 
McCartney y col. (Cancer Res., 41:3046-3051 (1981)) examino el comportamiento de celulas tumorales 

40 en sustratos plasticos ranurados. LaCelle (Blood Cells, 12:179-189 (1986)) estudio el flujo de leucocitos y 
eritrocitos en microcapilares para aprender sobre la microcirculation. Hung y Weissman presentaron un 
estudio de dinamica de fluidos en canales micromaquinados, pero no produjeron datos asociados con un 
dispositivo analitico. Hung y col., Med. and Biol. Engineering, 9:237-245 (1971); y Weisseman y col., 
Am. Inst. Chem. Eng. J., 17:25-30 (1971). Columbus y col. utiiizaron un emparedado compuesto de 

45 dos laminas en relieve ranuradas en V orientadas ortogonalmente en el control del flujo capilar de fluidos 
biologicos hacia electrodos selectivos de iones discretos en un dispositivo de ensayo multicanal experimen- 
tal. Columbus y col., Clin. Chem., 33:1531-1537 (1987). Masuda y col. y Washizu y col. han presentado 
el uso de un lecho de flujo fluido para la manipulation de celulas (por ejemplo, fusion celular). Masuda 
y col. Proceedings IEEE/IAS Meeting, pp. 1549-1553 (1987); y Washizu y col., Proceedings IEEE/IAS 

50 Meeting, pp. 1735-1740 (1988). Se han utilizado sustratos de silicio para desarrollar microdispositivos 
para la medicion del pH y biodetectores. McConnell y col., Science, 257:1906-12 (1992); y Erickson y 
col., Clin. Chem., 39:283-7 (1993). No obstante, el potencial de usar tales dispositivos para el analisis de 
fluidos biologicos ha permanecido hasta ahora en gran parte inexplorado. 

55 Las metodologias para utilizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar un 
segmento de ADN estan bien establecidas. (Ver, por ejemplo, Maniatis y col., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, pp. 14.1-14.35.) Una reaccion de ampli- 
ficacion por PCR se puede realizar en un molde de ADN utilizando una ADN polimerasa termoestable, 
por ejemplo, ADN polimerasa Taq (Chien y col. J. Bacteriol, 127:1550 (1976)), nucleosidos trifosfato, 
0 y dos oligonucleotides con secuencias diferentes, complementarias a las secuencias que se encuentran en 
las cadenas opuestas del molde de ADN y que flanquean al segmento de ADN que se ha de amplifi- 
car ("cebadores"). Los componentes de la reaccion se ciclan entre una temperatura alta (por ejemplo, 
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94° C) para deshibridar ("desnaturalizar") el molde de ADN de doble cadena, seguido de temperaturas 
mas bajas (por ejemplo, 40-60°C para el anillamiento de los cebadores y, por ejemplo, 70-75°C para la 
polimerizacion). Un ciclo de reaccion repetido entre las temperaturas de deshibridacion, anillamiento 
y polimerizacion proporciona aproximadamente una amplificacion exponencial del molde de ADN. Por 
5 ejemplo, se puede obtener hasta 1 /ig del ADN bianco de hasta 2 kb de longitud a partir de 30-35 ciclos 
de amplificacion con solo 10~ 6 de ADN de partida. Se dispone de maquinas para realizar reacciones 
en cadena por PCR automatizadas utilizando un ciclador termico (Perkin Elmer Corp.) 

La amplificacion de polinucleotidos se ha aplicado al diagnostico de trastornos geneticos (Engelke y 
10 col. Proc. Natl. Acad. Sci., 85:544 (1988), la deteccion de secuencias de acidos nucleicos de organismos 
patogenos en muestras ch'nicas (Ou y col., Science, 239:295 (1988)), la identification genetica de muestras 
forenses, por ejemplo, esperma (Li y col., Nature, 335:414 (1988)), el analisis de mutaciones en oncogenes 
activados (Farr y col., Proc. Natl. Acad Sri., 85:1629 (1988)) y en muchos aspectos de la donation 
molecular (Oste, BioTechniques, 6:162 (1988)). Los ensayos de amplificacion de polinucleotidos se pueden 
15 usar en un amplio intervalo de aplicaciones tales como la generation de secuencias especfficas de ADN de 
doble cadena clonado para uso como sondas, la generacion de sondas especfficas para genes no clonados 
por amplificacion selectiva de segmentos particulares de cADN, la generacion de bibliotecas de cADN a 
partir de pequenas cantidades de mARN, la generacion de grandes cantidades de ADN para secuenciar, 
y el analisis de mutaciones. 

20 

Se han descrito en la tecnica una amplia variedad de dispositivos y sistemas para realizar reacciones de 
amplificacion de polinucleotidos utilizando procedimientos de variation ticlica de la temperatura. Temple- 
ton, Diag. Mol. Path., 1:58-72 (1993); Lizardi y col., Biotechnology, 6:1197-1202 (1988); Backman y col., 
Patente Eur. No. 320308 (1989); y Panaccio y col, Bio Techniques, 14:238-43 (1993). Los dispositivos 

25 usan una amplia variedad de principios de diseno para la transferencia, tales como banos de agua, banos 
de aire y bloques secos tales como el aluminio. Haff y col., BioTechniques, 10:102-12 (1991); Findlay y 
col., Clin. Chem., 39:1927-33 (1993); Wittwer y col., Nucl. Acids Res., 17:4353-7 (1989). Se han descrito 
las reacciones PCR en volumenes de reaccion pequenos. Wittwer y col. Anal. Biochem., 186:328-31 
(1990); y Witter y col., Clin. Chem., 39:804-9 (1993). Se han descrito tambien microdispositivos para 

30 amplificacion de polinucleotidos fabricados de siiicio. Northrup y col., En: Digest of Technical Papers: 
Transducers 1993 (Proc. 7 th International Conference on Solid State Sensors and Actuators) Instituto de 
Ingenieros Electricos y Electronicos, Nueva York, NY, pp. 924-6; y Northrup y col., PCTWO94/05414 
(1994). 

35 Las partfculas de sflice han mostrado ligarse a los acidos nucleicos, y se han usado para aislar acidos 
nucleicos antes del analisis por PCR. Zeillinger y col., BioTechniques, 14 :202-3(1993). Mientras que la 
tecnica ha descrito el uso del siiicio y otros sustratos fabricados con microcanales y camaras para usos en 
una variedad de analisis, se ha centrado poca atencion en los procedimientos para la modification de siiicio 
micromaquinado u otras superficies, para disminuir la ligation y otras propiedades de las superficies, las 

40 cuales pueden inhibir reacciones, tales como las reacciones de amplificacion de polinucleotidos, realizadas 
en los dispositivos. Nortrup y col. describen la silanizacion quimica de una camara de reaccion PCR en 
un sustrato de siiicio que tiene una profundidad de 0,5 mm. Northrup y col., En: Digest of Technical 
Papers: Transducers 1993 (Proc. 7'* International Conference on Solid State Sensors and Actuators) 
Instituto de Ingenieros Electricos y Electronicos, Nueva York, NY, pp. 924-6; y Northrup y col., PC- 

45 TWO94/05414 (1994). La referenda de Northrup y col., (En: Digest of Technical Papers: Transducers 
1993), no obstante, describe que, en ausencia de silanizacion, las superficies de siiicio no tratadas de las 
camaras de reaccion no han tenido efecto inhibitorio en la reaccion por PCR. 

Se necesitan sistemas convenientes, rapidos, para analisis de amplificacion de polinucleotidos, los cua- 
50 les podrian usarse ch'nicamente en un amplio intervalo de aplicaciones potenciales en ensayos ch'nicos 
tales como pruebas de paternidad, y enfermedades geneticas e infecciosas y una amplia variedad de otros 
ensayos en las ciencias de la vida y medioambientales. Es necesario el desarrollo de microdispositivos 
fabricados en sustratos tales como el siiicio las cuales permitan realizar las reacciones de amplificacion de 
polinucleotidos con altos rendimientos sin efectos interferentes en la reaccion causados por las superficies 
del sustrato. 

Un objeto de la invention es proporcionar dispositivos analiticos a microescala con ambientes de 
reaccion optimos para realizar reacciones de amplificacion de polinucleotidos las cuales se pueden usar 
60 P ? ra ^ etectar c°ncentraciones muy bajas de un polinucleotido y para producir resultados analiticos 
rapidamente. Otro objeto es proporcionar facilmente dispositivos producidos en masa, desechables, pe- 
quenos (por ejemplo, menores que alrededor de 1 cc de volumen) que tengan elementos funcionales capaces 
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de analisis de amplification de polinucleotidos rapidos, autoraatizados, de una muestra de celulas o libre 
de celulas preseleccionada, en una gama de aplicaciones. Es otro objeto de la invention proporcionar 
agentes para el uso en camaras de reaccion a microescala fabricados en sustratos solidos tales como el 
silicio, para disminuir los potenciales efectos inhibitorios de las superficies del sustrato en una reaccion de 
5 amplification de polinucleotidos. Es otro objeto de la invencion proporcionar aparatos para enviar reac- 
tivos y fluidos de muestra hasta y desde las camaras microescalares de amplification de polinucleotidos 
fabricadas en sustratos solidos tales como el silicio, y proporcionar aparatos para sellar la camara de 
reaccion durante una reaccion de amplification. Els a un otro objeto de la invencion proporcionar apara- 
tos que se puedan usar para ejecutar una gama de ensayos ch'nicos rapidas, por ejemplo, ensayos para 
10 infection bacterial o viral, ensayos para contaminantes de cultivos celuiares, o ensayos para la presencia 
de ADN recombinante odeun gen en una celula, y otros por el estilo. 

Estos y otros objetos y caractensticas de la invencion seran claros a partir de la description, dibujos 
y reivindicaciones que siguen. 

15 

Resumen de la invencion 

La invencion proporciona una familia de dispositivos pequenos, producidos en masa, tipicamente de 
un solo uso (algunas veces referidos aquf como "placas") para realizar una reaccion para permitir la 

20 rapida amplification de un polinucleotido en una muestra. En una realization, el dispositivo consta de un 
sustrato solido que se fabrica para constar de una camara de reaccion de amplificacion de polinucleotidos 
mesoescalar. El dispositivo tambien puede incluir una cubierta, por ejemplo, una cubierta transparente, 
dispuesta sobre el sustrato, para sellar al menos una portion de la camara de reaccion durante una 
reaccion de amplificacion. El dispositivo incluye ademas al menos un puerto en comunicacion fluida 

25 con la camara de reaccion, para introducir una muestra en la camara (algunas veces referido aquf como 
"puerto de entrada de muestras" o "puerto de entrada"). El dispositivo puede incluir uno o mas canales 
de flujo extendiendose desde los puertos hasta la camara de reaccion, y/o conectando dos o mas camaras 
de reaccion. El dispositivo puede tambien incluir uno o mas puertos adicionales en comunicacion fluida 
con la camara de reaccion, para servir como puertos de acceso, puertos de entrada/salida y/o respiradero. 

30 Se pueden fabricar uno o mas puertos y/o canales de flujo del dispositivo en la cubierta o en el sustrato. 
En el dispositivo, se le puede proporcionar a la camara de reaccion un material el cual disminuya la 
inhibition de la reaccion de amplificacion de polinucleotidos por la(las) pared(es) que definen la camara 
de reaction. El dispositivo tambien puede incluir medios para ciclar termicamente los contenidos de la 
camara para permitir la amplificacion de un polinucleotido de muestra. 

35 

El termino "mesoescala" se usa aquf con referenda a camaras de reaccion o canales de flujo, teniendo 
al menos uno de los mismos una dimension transversal entre 0,1 /xm y 1.000 /xm. Los canales de flujo 
dirigidos a la camara de reaccion tienen anchuras y profundidades preferidas del orden de alrededor de 
2,0 a 500 /im. Las camaras en el sustrato en el cual tiene lugar la amplificacion pueden tener una o mas 

40 dimensiones mayores, por ejemplo, anchuras y/o longitudes de alrededor de 1 a 20 mm. Las anchuras 
y longitudes preferidas de las camaras de reaccion estan en el orden de alrededor de 5 a 15 mm. Las 
camaras de reaccion se fabrican con profundidades en el orden de alrededor de 0,1 hasta como mucho 
alrededor de 1.000 /xm. Tipicamente, las camaras de reaccion se fabrican con profundidades menores 
que 500 /im, por ejemplo, menores que alrededor de 300 /xm, y opcionalmente menores que alrededor 

45 de 80 /xm. La fabrication de la camara de reaccion, con profundidades pequenas, por ejemplo, menores 
de 300 /xm, facilitan ventajosamente la transmision de calor a los contenidos de la camara de reaccion, 
por ejemplo, mediante el sustrato, y permiten una eficiente variation cfclica de temperatura durante una 
reaction de amplificacion que requiera una variation cfclica de temperatura. No obstante, en algunas 
realizaciones, las camaras de reaccion se pueden fabricar con profundidades entre alrededor de 500/xm 
y 1.000/xm. El tamario total del dispositivo varfa desde micrometros hasta unos pocos milfmetros de 
espesor, dependiendo del material del cual se construye, y aproximadamente 0,2 a 5,0 centimetros de 
longitud o anchura. 

55 Los dispositivos se pueden usar para ampiificar y/o analizar microvolumenes de una muestra, intro- 
ducida en el sistema de flujo mediante un puerto de entrada definido, por ejemplo, por un agujero corau- 
nicante a traves del sustrato o la cubierta. El volumen del sistema de flujo mesoescalar sera tipicamente 
menor que 50 /xl, y el volumen de las camaras de reaccion es frecuentemente menor que 20 /xl, por ejemplo, 
10 /xl o menos. El volumen de las camaras y canales individuales en otra realization puede ser menor 

60 <l ue 1 por e J em Pl°> en e * intervalo de los nanolitros o picolitros. Los polinucleotidos presentes en 
muy bajas concentraciones, (por ejemplo, en cantidades de nanogramos) pueden amplificarse y detec- 
tarse rapidamente (por ejemplo, en menos de diez minutos). Despues de que se completa un ensayo de 



4 



ES 2 169 770 T3 



amplification de polinucleotidos, los dispositivos se pueden desechar o se pueden limpiar y reutilizar. 

En una realization, se pueden fabricar camaras de reaction en donde la relation entre el area superfi- 
cial de las paredes que definen la camara de reaction y el volumen de la camara de reaction es mayor que 
alrededor de 3 mm 2 //il. Las camaras tambien se pueden fabricar con relaciones area superficial / volumen 
inclusp mayores, tales corao 5 mm 2 ///l u, opcionalmente, mayores que 10 mm 2 //il. Segun aumenta la 
relacion entre el area superficial y el volumen, se facilita la transferencia de calor a traves del sustrato 
hacia y desde los contenidos de la camara de reaction, y de esta forma la variation ticlica de temperatura 
de la reaction se hace mas eficiente, y se incrementa la productividad de la reaction. Adicionalmente, 
sin embargo, segun la relacion entre el area superficial y el volumen aumenta, aumentan los efectos de 
inhibition potenciales de las paredes del sustrato en la reaction de amplification de los polinucleotidos. 
Dependiendo del material del que esta hecho el dispositivo, las superficies de las paredes de las camaras 
y los canales mesoescalares podrfan interferir con la amplification del polinucleotido, por ejemplo, por 
interactions de ligation entre el material y los polinucleotidos de muestra o los reactivos de amplification. 

La invention proporciona una gama de materiales los cuales se pueden proporcionar en la camara de 
reaction para disminuir los efectos inhibitorios potenciales de las superficies de las paredes de la camara de 
reaction, tales como superficies de silicio, en la reaction. Las composiciones son particularmente utiles en 
camaras de reaction que tienen una relacion area superficial / volumen mayor que alrededor de 3 mm 2 j\A 
6 5 mm 2 //il, o, en otra realization, en camaras en donde la relacion excede de alrededor de 10 mm 2 //zl. 
El dispositivo tambien puede incluir una cubierta dispuesta sobre la camara de reaction para sellar la 
camara de reaction durante una reaction de amplification. La cubierta puede constar de un material tal 
como el yidrio o el silicio, o un material plastico. El uso de una cubierta dispuesta sobre la camara de 
reaction incrementa la cantidad total de area superficial en contacto con fluido en la camara de reaction. 
La superficie de la cubierta expuesta a la camara de reaction tambien se puede tratar con materiales 
como los descritos aquf para reducir los efectos inhibitorios potenciales del material de la superficie de la 
cubierta en la reaction de amplification. 

Se puede adherir covalente o no covalentemente a la superficie de la pared de la camara de reaction 
un material proporcionado a la camara de reaction para disminuir la inhibition de una reaction de am- 
plification por una pared de la camara de reaction, o puede proportionate en disolucion en la camara de 
reaction durante una reaction de amplification. En una realization, las superficies de las paredes de una 
o mas camara(s) de reaction y/o canal(es) en el dispositivo se pueden revestir con un silano, utilizando 
un reactivo de silanizacion tal como el dimetilclorosilano, dimetildiclorosilano, hexametildisilazano o tri- 
metilclorosilano (disponibles, por ejemplo, de Pierce, Rockford, IL). Alternativamente, a la superficie de 
las paredes de la(s) camara(s) de reaction y/o del (los) canal(es) de flujo, por ejemplo, fabricados dentro 
de un sustrato de silicio, se les puede proporcionar un revestimiento relativamente inerte, por ejemplo. 
usando un reactivo siliconizante, tal como Aquasil™ o Surfasil™ (Pierce, Rockford, IL), o Sigmacote™ 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Los reactivos siliconizantes disponibles de fabricantes comerciales, 
tales como Pierce (Rockford, IL) o Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), son organosiianos que contienen 
un grupo hidrolizabie, el cual se puede hidrolizar en disolucion para formar un siianol el cual puede poli- 
merizar y formar una pelicula sobre la superficie de la camara, y puede reaccionar con grupos hidroxilo en 
la superficie de la camara, de tal forma que la pelicula esta estrechamente unida sobre toda la superficie. 
El revestimiento puede incluir ademas una macromolecula (algunas veces referida aquf como "agente de 
bloqueo") asociado no covalentemente o covalentemente con el revestimiento de silicona, para reducir 
mas los efectos inhibitorios de la pared de la camara de reaction en la reaction de amplification. Las 
macromoleculas utiles incluyen un polfmero de aminoacidos, o polimeros tales como polivinilpirrolidona, 
acido poliadenflico o polimaleimida. 

Se puede proporcionar una pelicula de oxido de silicio en la superficie de la camara de reaction y/o las 
paredes de los canales, en un sustrato de silicio, para reducir la inhibition de la reaction de amplification 
por las superficies de las paredes. La pelicula de oxido de silicio se puede formar por un procedimiento 
termico en donde el sustrato de silicio se calienta en presencia de oxfgeno. Alternativamente, se puede 
utiiizar un procedimiento de oxidation mejorada por plasma, o un deposito qufmico en fase vapor mejo- 
rado por plasma. Adicionalmente se puede revestir la camara de reaction y/o las paredes de los canales 
con un polfmero relativamente inerte tal como un poli (cloruro de vinilo). 

Antes de la adicion del polinucleotido de muestra y de los reactivos de amplification a la camara de 
reaction, se puede anadir a la camara otro polinucleotido (algunas veces referido aquf como un polinu- 
cleotido "de bloqueo") tal como ADN genomico o acido poliadenflico, preferiblemente a una concentration 
mayor que la concentraci6n del polinucleotido de muestra. Esto permite al polinucleotido de bloqueo ocu- 
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par cualquier sitio en las superficies de las paredes que pudiera unirse potencialmente al polinucleotido 
de muestra y reducir el rendimiento de la reaction o la precision del ensayo. Asf pues, en una realization, 
se puede proporcionar un polinucleotido de bloqueo a una camara de reaction fabricada dentro de un 
sustrato de silicio, de tal modo que el polinucleotido de bloqueo pueda ocupar cualquier sitio de union 
5 al polinucleotido, tales como grupos hidroxilo fibres, en las superficies de las paredes de la camara de 
reaction. Para evitar interferir con la reaction de amplification, el polinucleotido de bloqueo debena 
constar de secuencias no relacionadas con la del polinucleotido de muestra. Otros materiales que se unen 
a las superficies de las paredes de la camara, tales como acido poliguanflico o polipeptidos varios tales 
como la casefna o la seroalbumina, tambien se podrian utilizar como agentes de bloqueo. 

Los dispositivos se pueden utilizar para lievar a cabo una reaction de amplification de poli nucleotides, 
tal como una reaction en cadena de la polimerasa (PCR), en la camara de reaction. Se le pueden propor- 
cionar a la camara de reaction reactivos para PCR que incluyen un polinucleotido de muestra, polimerasa, 
nucleosidos trifosfato, un primer cebador capaz de hibridar con el polinucleotido de muestra, y un se- 
gundo cebador capaz de hibridar con una secuencia que es complementaria al polinucleotido de muestra, 
en donde el primer y segundo cebador definen los extremos del polinucleotido amplificado producto. El 
dispositivo tambien puede incluir medios para variar de forma cfclica la temperatura los contenidos de 
la camara de reaction de amplification, de tal forma que, en cada ciclo, por ejemplo, la temperatura se 
controla para 1) deshibridar ( "desnaturalizar" ) el polinucleotido de doble cadena, 2) anillar los cebadores 
al polinucleotido de cadena simple, y 3) sintetizar el polinucleotido amplificado entre los cebadores. Se 
pueden utilizar tambien otros procedimientos de amplification disponibles en la tecnica, que incluyen, 
pero no estan limitados a: (1) procedimientos de amplification de polinucleotido bianco tales como la re-' 
plication automantenida de secuencias (3SR) y la amplification por desplazamiento de cadena (SDA); (2) 
procedimientos basados en la amplification de una serial unida al ADN bianco, tal como la amplification 
de ADN por "cadena ramificada" (Chiron Corp.); (3) procedimientos basados en la amplification de una 
sonda de ADN, tal como la reaction en cadena de la ligasa (LCR) y la amplification por la replicasa 
QB (QBR); y (4) otros procedimientos varios tales como la transcription activada por ligation (LAT), la 
amplification basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA), la reaction de reparation en cadena 
(RCR) y la reaction de la sonda cfclica (CPR) (para un analisis de estos procedimientos, ver pp. 2-7 de 
The Genesis Report, DX, Vol. 3, No. 4, Feb. 1994; Genesis Group, Montclair, N.J.). 

La camara de reaction se puede fabricar con una section a la cual se le van a cfclicamente la tempe- 
ratura secuencialmente entre las temperaturas requeridas para las reacciones de amplification de polinu- 
cleotidos que requieren variation cfclica de la temperatura, tales como la PCR conventional. Alternativa- 
mente, la camara de reaction puede constar de dos o mas secciones, fijadas a las diferentes temperaturas 
requeridas para la deshibridacion, anillamiento y polimerizacion, caso en el cual el dispositivo consta 
ademas de medios para transferir los contenidos de la camara entre las secciones para lievar a cabo la 
reaction, por ejemplo, una bomba controlada por ordenador. La camara de reaction se puede limitar en 
al menos una portion de la camara por una cubierta dispuesta sobre el sustrato. El dispositivo puede in- 
cluir ademas medios para detectar el polinucleotido amplificados, como se describe aquf. Los dispositivos 
pueden usarse para lievar a cabo una variedad de analisis de polinucleotidos automatizados, sensibles y 
rapidos, incluyendo analisis de presencia de polinucleotidos en celulas o en disolucion, o para analisis de 
virus o tipos celulares usando la presencia de un polinucleotido particular como marcador. 

El (los) canal(es) de flujo mesoescalar y la(s) camara(s) de reaction se pueden disenar y fabricar a 
partir de sustratos solidos usando procedimientos de micromaquinado establecidos tales como tecnicas de 
fotolitograffa, mordentado y tecnicas de deposition, maquinado laser, tratamiento LIGA (Becker y col., 
Microelec. Eng. 4\ 35-56, 1986) y moldeado plastico. Los sistemas de flujo mesoescalar en los disposi- 
tivos se pueden construir mediante la fabrication de canales de flujo y una o mas camaras de reaction 
en la superficie del sustrato, y adhiriendo o fijando entonces una cubierta sobre el sustrato. El sustrato 
solido y/o la cubierta pueden constar de un material tal como el silicio, polisilicio, sflice, vidrio, arseniuro 
de galio, poliimida, nitruro de silicio y dioxido de silicio. La cubierta y/o el sustrato pueden constar 
alternativamente de un material plastico tal como un acnlico, policarbonato, poliestireno o polietileno. 
Opcionalmente la cubierta y/o el sustrato pueden constar de un material transparente. 

Se puede proporcionar tambien un aparato, para usar con el dispositivo, el cual contenga un sitio de 
acoplamiento para contener al sustrato del dispositivo y que opcionalmente se acople uno o mas puertos 
de entrada en el sustrato con una o mas h'neas de flujo en el aparato. Despues de que una muestra de 
fluido biologico sospechosa de contener un polinucleotido particular se suministra al puerto de entrada, el 
sustrato se situa en el aparato y se accionan bombas, por ejemplo, dispuestas en el aparato, para forzar 
la muestra a traves del sistema de flujo. Alternativamente, se puede inyectar una muestra en el sustrato 
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por el aparato (por ejemplo mediante una jeringuilla encajada al aparato), Los reactivos requeridos para 
el ensayo, tales como la enzima polimerasa, se pueden anadir (en forma h'quida o seca) a la muestra de 
polinucleotido antes de la inyeccion en el sustrato. Alteraativamente, se pueden inyectar en la camara 
de reaction los reactivos necesarios para completar el ensayo desde un puerto de entrada separado, por 
5 ejemplo, por el aparato. Los reactivos y muestras fluidas tambien pueden entrar al sistema de flujo me- 
soescalar por action de la capilaridad o por gravedad. 

La invention tambien proporciona medios para sellar una o mas de los puertos de entrada/salida de 
fluido en el dispositivo durante una reaction de amplification. Esto evita ventajosamente la evaporation 

io de liquidos durante la variation ticlica de temperatura y asf mantiene las concentraciones de reaction 
preferidas durante la reaction de amplification. En una realization, se proporciona un aparato que incluye 
medios para enviar fluido hasta y desde la camara de reaction a traves de un puerto en el dispositivo, y 
adaptado para ajustarse a y/o encajar en el puerto, el cual puede sellar reversiblemente el puerto despues 
de la liberation de fluido a la camara de reaction. Por ejemplo, el aparato de liberation de fluido puede 

15 constar de una jeringuilla o una pipeta. En una realization, el aparato de liberation de fluido puede 
constar de una pipeta que incluye una punta de pipeta provista de una apertura para transferir fluido 
entre la pipeta y el puerto. La punta de pipeta puede ser opcionalmente liberable de la pipeta, y puede 
ser desechable para evitar la contamination entre muestras. 

20 El dispositivo puede incluir un sustrato que consta de un material conductor del calor tal como el 
silicio, asi como una cubierta dispuesta sobre el sustrato, la cual puede constar de un material trans- 
parente tal como vidrio o un plastico. El dispositivo tambien incluye la camara de amplification de 
polinucleotidos mesoescalar, fabricada dentro del sustrato o la cubierta. La cubierta puede incluir una 
cavidad para recibir y ajustarse a la pipeta usada para enviar las disoluciones de reactivos y de la muestra 
25 hasta y desde la camara de reaction. El dispositivo puede incluir ademas un canal de flujo que comunica 
a traves de sustrato y/o la cubierta entre la apertura de la punta de la pipeta y la camara de reaction, 
cuando la pipeta se encaja dentro de la cavidad. La apertura puede posicionarse en la pared de la punta 
de la pipeta para permitir a la punta de la pipeta moverse entre una primera position que permite la 
transferencia de fluido desde la punta a traves de la apertura y el canal hasta la camara de reaction, y una 
segunda position para permitir a la apertura mirar hacia una pared de la cavidad, sellando de ese modo 
el canal de flujo y la camara de reaction durante una reaction. Adicionalmente, se puede proporcionar 
un miembro depresible el cual se extiende desde el sustrato y puede sellar el puerto por depresion del 
miembro contra el puerto. 

La temperatura de una o mas seccion(es) en la camara de reaction puede regularse, por ejemplo, pro- 
porcionando uno o mas calentadores de resistencia electrica en el sustrato cerca de la camara de reaction, 
o usando un laser pulsado u otra fuente de energia electromagnetica dirigida a la camara de reaction. El 
aparato puede incluir contactos electricos en la region de acoplamiento los cuales encajan con los contac- 
tos integrados en la estructura del sustrato, por ejemplo, para alimentar el calentamiento por resistencia 
electrica a la camara de reaction. Se puede proporcionar tambien un elemento de enfriamiento en el apa- 
rato, para ayudar a la regulation termica de la camara de reaction. Se le puede proporcionar al aparato 
circuiteria convencional en comunicacion con detectores en el dispositivo para regular termicamente los 
ciclos de temperatura requeridos para la deshibridacion las reacciones de polimerizacion. 

El polinucleotido amplificado producido por la reaction de amplification de polinucleotidos en la 
camara de reaction mesoescalar se puede recoger a traves de un puerto en el sustrato y detectar. Alter- 
nativamente, se pueden emplear los procedimientos y reactivos especificos conocidos en la tecnica para 
detectar directamente los productos de amplification en la camara de reaction (equipo y reactivos de 
PCR "Taq Man"™, disponibles de Perkin Elmer Corp., por ejemplo). Como otra alternativa, se puede 
microfabricar en el sustrato una region de detection mesoescalar, en comunicacion fluida con la camara 
de reaction en el dispositivo, como parte del sistema de flujo mesoescalar. La region de detection puede 
incluir un componente aglutinante marcado, tal como un polinucleotido marcado o una sonda de anticuer- 
pos, capaz de unirse detectablemente con el polinucleotido amplificado. La presencia del polinucleotido 
amplificado producto en la region de detection se puede detectar, por ejemplo, por detection optica de 
la aglutinacion del polinucledtido polimerizado y el componente aglutinante a traves de una cubierta 
de vidrio sobre la region de detection o a traves de una section transparente o translucida del sustrato 
mismo. Alteraativamente, la region de detecci6n puede constar de una serie de canales o perforations 
microlitograficas para separar por electroforesis y detectar un polinucleotido amplificado. 

Un ensayo positivo tambien puede indicarse por cambios detectables en las propiedades de flujo del 
fluido de muestra, tales como cambios en la presion o la conductividad electrica en diferentes puntos en 
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el sistema de flujo durante la production de polinucleotido amplificado en la camara de reaction. En una 
realization, el dispositivo consta de un sistema de flujo mesoescalar el cual incluye una camara de reaction 
de amplification de polinucleotidos, y una region de detection (por ejemplo, una camara o una portion 
del canal de flujo), usada en combination con un aparato el cual incluye un equipamiento de detection 
tal como un espectrofotometro capaz de leer un resultado positivo a traves de una ventana optica, por 
ejemplo, dispuesta sobre la region de detection. El aparato tambien puede disenarse para recibir senates 
electricas indicativas de una lectura de presion, conductividad u otras por el estilo, detectadas en la 
camara de reaction, la region de detection o alguna otra region del sistema de flujo. 

El sustrato puede constar de una pluralidad de camaras de reaction y/o detection para permitir la 
rapida amplificacion paralela y/o detection de varios polinucleotidos en una mezcla. El sistema de flujo 
mesoescalar puede incluir protrusiones, o una section de area transversal redutida, para causar la lisis 
de las celulas en la micromuestra antes de la liberation a la camara de reaction. Se pueden usar como 
medio de lisis piezas de silicio con angulos afilados, atrapadas en el camino de flujo. El sistema de flujo 
mesoescalar puede tambien incluir una region de captura de celulas que consta de un componente aglu- 
tinante, por ejemplo, inmovilizado en la pared de un canal de flujo, el cual aglutina un tipo particular de 
celulas en una poblation celular heterogenea a una velocidad de flujo del fluido relativamente pequena, 
y a una mayor velocidad de flujo o cambiando la naturaleza del disolvente, por ejemplo, libera el tipo de 
celulas antes de la liberation de las celulas hasta una region de lisis celular, y despues a una camara de 
reaction. En esta realization, se afsla ARN o ADN intracelular de una subpoblacion celular selectionada 
y se envian a la camara de reaction mesoescalar para analisis del polinucleotido en un aparato. En una 
realization alternativa, el reactivo aglutinante puede inmovilizarse en una partfcula solida, tal como una 
perla magnetica o de latex, como se describe debajo. 

Se pueden proporcionar dentro del sistema de flujo mesoescalar agentes formadores de complejos, 
tales como perias magneticas revestidas con una sonda de polinucleotido, las cuales se pueden mover a lo 
largo del sistema de flujo mediante un campo magnetico externo, por ejemplo, en el aparato. La sonda 
de polinucleotido inmovilizada en las perias magneticas permite a las perias unirse a un polinucleotido 
amplificado en la camara de reaction o en una camara de detection separada. Las perias magneticas que 
contienen una sonda de polinucleotido inmovilizada se pueden, por ejemplo, llevar a traves del sistema 
de flujo o introducirse de otra manera en la camara de reaction al final de un ensayo para unirse al 
polinucleotido amplificado producto. El polinucleotido unido se puede entonces transportar en las perias 
magneticas hasta una camara de detection o purification en el sistema de flujo, o a un puerto de reco- 
gida. Alternativamente, las perias magneticas se pueden retener en una localization predeterminada en 
el dispositivo, y transportarse entonces a una camara de detection o de purification despues de unirse al 
polinucleotido producto. 

Algunas de las caracteristicas y beneficios de los dispositivos se ilustran en la Tabla 1. Los dispositivos 
pueden proporcionar un ensayo rapido para la detection de virus o bacterias patogenas, o para la presencia 
de ciertos tipos celulares, o para la presencia de un gen o una secuencia de ADN recombinante en una 
celula. Los dispositivos como los descritos aqui se caracterizan todos por un sistema de flujo mesoescalar 
que incluye una camara de reaction de amplificacion de polinucleotidos, que tenga preferiblemente al 
menos una dimension mesoescalar, la cual se usa para amplificar un polinucleotido en una muestra, y a 
la cual se le pueden proporcionar los reactivos de amplificacion requeridos. El dispositivo se puede usar 
para amplificar un polinucleotido en una amplia gama de aplicaciones. A la conclusion del ensayo el 
dispositivo se puede desechar, o se puede limpiar y reutilizar. 
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TABLA 1 



Caracteristica 



Flexibilidad 

Reproducible 

Bajo Coste de Produccion 

Pequeno Tamano 

Microescala 



Esterilidad 
Sistema Sellado 

Capacidades de Circuito 
Multiples 

Capacidades Multiples y 
Detectoras 

Dispositivos Reutilizables 



Beneficio 



Sin If mites al numero de disenos o aplicaciones del dispositivo dis- 
ponibles 

Permite la produccion fiable, estandarizada y en masa de los dispo- 
sitivos 

Permite precios competitivos con los sistemas existentes. Naturaleza 

desechable de los procedimientos de uso unico. 

No se requiere instrumentacion voluminosa. Se presta a unidades 

portatiles y sistemas disenados para el uso en ambientes de labora- 

torio no convencionales. Costes mmimos de transporte y almacena- 

miento. 

Se requieren voliimenes de muestra y reactivo mmimos. Reduce los 
costes de reactivos, especialmente para los procedimientos de ensayo 
mas caros y especializados. Permite esquemas de instrumentacion 
simplificados. 

Los dispositivos pueden esterilizarse para su uso en ensayos micro- 
biologicos y otros procedimientos que requieren ambientes limpios 
Minimiza los riesgos biologicos. Asegura la integridad del procedi- 
miento. 

Puede realizar multiples procedimientos o analisis en un unico dis- 
positivo. Permite ensayos panel. 

Expande las capacidades para el seguimiento de procedimientos de 
ensayo a virtuaimente cualquier sistema. Permite una extensa gama 
de aplicaciones. 

Reduce los costes por procedimiento para el usuario para ciertas 
aplicaciones. 



Breve descripcion de los dibujos 

La Figura 1 A es una vista transversal longitudinal esquematica de un dispositivo 10 segun la invencion 
que incluye un sustrato solido 14, en el cual esta maquinado el canal de flujo mesoescalar 20 conectado a 
los puertos de entrada 16 y la camara de reaccion de amplificacion de polinucleotidos 22, con una cubierta 
12 adherida a la superficie del sustrato. 

La Figura IB es una vista transversal longitudinal esquematica de una realizacion alternativa del 
dispositivo 10 segun la invencion que incluye un sustrato solido 14, en el cual esta maquinada la camara 
de reaccion de amplificacion de polinucleotidos mesoescalar 22 y los puertos de entrada 16 con la cubierta 
12 adherida a la superficie del sustrato. 

La Figura 1C es una vista transversal longitudinal esquematica de otra realizacion del dispositivo 10 la 
cual incluye un sustrato solido 14 fabricado con la camara de reaccion de amplificacion de polinucleotidos 
22, y la cubierta 12 fabricada con los puertos 16 y los canales 20 en comunicacion fluida con la camara 
22. 



La Figura 2 A es una vista en perspectiva del dispositivo de la Figura 1A. 
La Figura 2B es una vista en perspectiva del dispositivo de la Figura IB. 

La Figura 3A es una ilustracion esquematica de un dispositivo anah'tico 10 encajado dentro de un 
aparato ilustrado esquematicamente 50, el cual se puede usar para soportar ai dispositivo 10 y el cual in- 
cluye un elemento calefactor 57 para regular la temperatura de la camara de reaccion 22 en el dispositivo 
10. 
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La Figura 3B es una ilustracion esquematica de un dispositivo analftico 10 encajado dentro del apa- 
rato 50, el cual se puede usar para soportar al dispositivo 10 y el cual incluye el elemento calefactor 53 
para regular la temperatura de la camara de reaccion 22 en el dispositivo 10. 

5 La Figura 4 es una vista transversal longitudinal esquematica de un dispositivo segun la invention 
que incluye un sustrato solido 14, en el cual esta maquinado el canal de flujo mesoescalar 20 conectado a 
los puertos de entrada 16 y a las secciones de la camara de reaccion de 22, con una cubierta 12 adherida 
a la superficie del sustrato. 

10 La Figura 5 es una vista en perspectiva del dispositivo de la Fig. 4. 

La Figura 6A es una ilustracion esquematica del dispositivo analftico 10 encajado dentro del aparato 
50, el cual se puede usar para soportar al dispositivo 10 y el cual incluye los elementos calefactores 57 
para regular la temperatura de las secciones de la camara de reaccion 22 en el dispositivo 10. 

15 

La Figura 6B es una ilustracion esquematica del dispositivo analftico 10 encajado dentro del aparato 
50, el cual se puede usar para soportar al dispositivo 10 y el cual incluye elementos calefactores 57 para 
regular la temperatura de las secciones de la camara de reaccion 22A en el dispositivo 10. 

20 La Figura 7 es una vista plana esquematica de un sustrato 14 microfabricado con las secciones de la 
camara de reaccion mesoescalar 22 A y 22B, en comunicacion fluida con una camara de detection que 
consta de un sistema divergente de canales de flujo 40 de dimension transversal progresivamente decre- 
ciente dispuesto en el sustrato. 

25 La Figura 8 es una vista en perspectiva transversal de un canal de flujo 20 en el sustrato 14 con 
protrusiones de filtrado de celulas o desechos 80 que se extienden desde una pared del canal. 

La Figura 9 es una vista en perspectiva transversal de un canal de flujo 20 en el sustrato 14 con 
protrusiones para la rotura de las celulas 80 que se extienden desde una pared del canal. 

30 

La Figura 10A es una vista plana esquematica de un dispositivo analftico mesoescalar que incluye 
las secciones de la camara de reaccion 22A y 22B, y la camara de detection 22C, microfabricadas en el 
sustrato 14. 

35 La Figura 10B es una vista plana esquematica de otro dispositivo analftico mesoescalar que incluye 
las secciones de la camara de reaccion 22 A y 22B, y la region de detection 26, microfabricadas en el 
sustrato 14. 

La Figura 11 es una vista plana esquematica de otro dispositivo analftico mesoescalar que incluye una 
40 camara de reaccion 22A microfabricada en el sustrato 14. 

La Figura 12 es una vista plana esquematica de un dispositivo analftico fabricado con una serie de 
camaras mesoescalares adecuadas para Uevar a cabo una variedad de funciones que incluyen separation 
celular, lisis celular y analisis de polinucleotidos. 

45 

La Figura 13 es una vista plana esquematica de un dispositivo analftico fabricado con dos sistemas 
de canales de flujo divididos 40. 

Las Figuras 14, 15 y 16 ilustran vistas planas superiores de diferentes realizaciones de un filtro meso- 
50 escalar 24 microfabricado en el canal de flujo 20 en un dispositivo analftico 10. 

La Figura 17 es una vista en perspectiva esquematica de un aparato 60 usado en combination con el 
dispositivo 10 (no mostrado) para ver los contenidos del dispositivo 10. 

55 La Figura 18 es una vista transversal esquematica del aparato 60 de la Figura 17. 

La Figura 19 es una vista transversal esquematica de un dispositivo que incluye el sustrato 14 y la 
cubierta transparente 12 la cual incluye la cavidad 87 recibiendo a la pipeta 86. 

60 La Figura 20 es una vista transversal esquematica de una punta de pipeta 84 que incluye la apertura 
88. 
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La Figura 21 es una vista transversal esquematica de un sustrato 14 provisto del miembro 85 el cual 
puede comprimirse para sellar el puerto 16 y el canal 20. 

La Figura 22 es una vista en perspectiva esquematica de un aparato que incluye una cubierta trans- 
5 parente 12 provista de la cavidad 87 y el pasillo de flujo 20A que se dirige al canal de flujo 20B y la 
camara de reaccion 22 en el sustrato 14. 

La Figura 23 es un dibujo que ilustra un patron de un gel de electroforesis de agarosa de muestras de 
polinucleotidos amplificados en una camara de amplification mesoescalar. 

10 

Caracteres de referencia iguales en las figuras dibujadas respectivas indican partes correspondientes. 
Los dibujos no estan necesariamente a escala. 

Descripcion detallada 

15 

A. General 

La invention proporciona una familiade dispositivos pequenos, producidos en masa, tipicamente de un 
solo uso, para realizar reacciones de amplificacion de polinucleotidos para permitir la rapida amplificacion 

20 de polinucleotidos en muestras fiuidas. El dispositivo consta de un sustrato soiido, fabricado para incluir 
al menos una camara de reaccion de amplificacion de polinucleotidos, y tiene tipicamente una longitud y/o 
anchura que vana desde aproximadamente 1,0 hasta 5,0 centfmetros. Los canales y camaras transversaies 
a traves del espesor del dispositivo pueden ser triangulares, conicos truncados, cuadrados, rectangulares, 
circulares, o de cualquier otra forma. El dispositivo tambien incluye un puerto de entrada de muestra en 

25 comunicacion fiuida con la camara de reaccion. El dispositivo tambien puede incluir puertos adicionales 
(los cuales pueden funcionar como puertos de acceso o entrada/salida, o como respiraderos) dispuestos 
en cualquier localization en el sistema de flujo, y uno o mas canales de flujo de muestra, en comunicacion 
fiuida con la camara de reaccion. Uno o mas de los puertos pueden estar abiertos a la atmosfera o unidos 
a dispositivos de presion o suction apropiados, por ejemplo, para llenar o evacuar el dispositivo, o pueden 

30 estar sellados, por ejemplo, durante una reaccion de amplificacion. El(los) puerto(s) y el(los) canal(es) se 
pueden fabricar en el sustrato o, alter nativamente, en una cubierta dispuesta sobre el sustrato, o ambos. 
El dispositivo puede ademas incluir un sistema para variar ciclicamente la temperatura de los contenidos 
de la camara de reaccion para permitir la amplificacion de un polinucleotido de muestra. 

35 Al menos una de las camaras de reaccion y los canales de flujo del dispositivo, y preferiblemente 
ambos, tienen una dimension mesoescalar, es decir, al menos una dimension transversal del orden de 0,1 
a 1.000 jzm. La profundidad preferida de la camara de reaccion es menor que alrededor de 500 /mi, mas 
preferiblemente menor que 300 /xm y mas preferiblemente menor que 80 /im. Las camaras de reaccion 
pueden tener anchuras y longitudes mayores, por ejemplo, del orden de alrededor de 1-20 mm, preferi- 

40 blemente alrededor de 5-15 mm. 

La poca profundidad de la camara de reaccion facilita ventajosamente la transmision de calor a los 
contenidos de la camara de reaccion, por ejemplo, desde un calentador posicionado cerca del sustrato, y 
permite la eficaz variacion ciclica de temperatura durante una reaccion de amplificacion. En una reali- 

45 zacion, la camara de reaccion se puede fabricar de forma tal que la relacion entre el area superficial de 
las paredes de la camara de reaccion y el volumen de la camara de reaccion varfa desde alrededor de 3 
mm hasta mayor que alrededor de 10 mm 2 /^l. Segiin aumenta la relacion entre el area superficial y 
el volumen, se mejora la transmision de calor a traves del sustrato y la efectividad de la variacion ciclica 
de temperatura de la reaccion. No obstante, los efectos inhibitorios potenciales de las paredes del sus- 

50 trato en la reaccion de amplificacion tambien se pueden incrementar, dependiendo del material del cual 
se construya el sustrato. De igual forma, se proporcionan materiaies los cuales son utiles para disminuir 
los efectos inhibitorios de las superficies de las paredes, tales como superficies de silicio, en camaras de 
reaccion en las que tal tratamiento esta garantizado. 

55 Se pueden adherir covalente o no covalentemente materiaies proporcionados para disminuir la inhi- 
bition de una reaccion de amplificacion por una pared de la camara de reaccion. Alternativamente, se 
pueden proporcionar un material en disolucion en la camara de reaccion durante una reaccion de am- 
plificacion. En una realization, ei(los) canal(es) de flujo mesoescalar (es) y las camaras de reaccion se 
pueden fabricar en un sustrato de silicio. Las paredes de la(s) camara(s) de reaccion y/o el(los) canal (es) 

60 se pueden revestir entonces con un material el cual reduce la inhibition de la reaccion por las superficies 
de silicio en el dispositivo. Por ejemplo, las superficies de silicio del dispositivo se pueden revestir con 
* cualquier gama de reactivos silanizantes disponibles en la tecnica como se describe aquf. 
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En una realization, los dispositivos de la invencion se pueden utilizar para llevar a cabo una reaccion 
en cadena de la polimerasa (PCR) en la camara de reaccion. Se proporcionan a la camara reactivos 
requeridos para una reaccion en cadena de la polimerasa, que incluyen el polinucleotido de muestra, 
5 una polimerasa tal como la polimerasa Taq, nucleosidos trifosfato, un primer cebador hibridable con el 
polinucleotido de muestra, y un segundo cebador hibridable con una secuencia complementaria al po- 
linucleotido, en donde el primer y segundo cebadores definen los extremos del polinucleotido producto 
polimerizado. Se pueden anadir reactivos a una muestra y enviarios entonces a traves de un puerto de 
entrada a la camara de reaccion mesoescalar, o los reactivos se pueden enviar a la camara de reaccion 
io independientemente de la muestra a traves de un puerto de entrada separado. 

La reaccion en cadena de la polimerasa se puede realizar, segun los procedimientos establecidos en 
la tecnica (Maniatis y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 1989). Se puede utilizar cualquier polimerasa de polinucleotidos termoestable disponible en la 
15 tecnica. El dispositivo puede inciuir medios para variar cfclicamente la temperatura de los contenidos 
de la camara de reaccion de tal forma que, en cada ciclo, la temperatura se controia para deshibridar 
el polinucleotido de doble cadena para producir polinucleotido de cadena simple, y entonces anillar los 
cebadores y permitir la polimerizacion del polinucleotido. 

20 Aunque se ha descrito y ejemplificado aquf la amplification de polinucleotidos mediante la reaccion 
en cadena de la polimerasa, se podra apreciar por personas expertas en la materia que los dispositivos 
y procedimientos de la presente invencion pueden utilizarse con igual efectividad para una variedad de 
otras reacciones de ampliflcacion de polinucleotidos. Tales reacciones adicionales pueden ser dependientes 
de la temperatura, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa, o pueden llevarse a cabo a una 

25 temperatura unica (por ejemplo, la ampliflcacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA)). 
Ademas, tales reacciones pueden emplear una amplia variedad de reactivos de ampliflcacion y de enzimas, 
incluyendo ADN ligasa, ARN polimerasa T7 y/o transcriptasa inversa, entre otros. Adicionalmente, la 
desnaturalizacion de polinucleotidos se puede efectuar por procedimientos ffsicos o qufmicos conocidos, 
solos o combinados con cam bios de temperatura. Las reacciones de ampliflcacion de polinucleotidos que 

30 se pueden practicar en el dispositivo de la invencion incluyen, pero no se limitan a: (1) procedimientos de 
ampliflcacion de polinucleotido bianco tales como la replication de secuencia automantenida (3SR) y la 
ampliflcacion por desplazamiento de cadena (SDA); (2) procedimientos basados en la ampliflcacion de una 
serial unida al polinucleotido bianco, tal como la ampliflcacion de ADN de "cadena ramificada" (Chiron 
Corp. Emeryville, CA); (3) procedimientos basados en la ampliflcacion de un ADN sonda, tales como la 

35 reaccion en cadena de la ligasa (LCR) y la ampliflcacion de la replicasa QB (QBR); (4) procedimientos 
basados en la transcription, tales como la transcripcion activada por la ligation (LAT) y la ampliflcacion 
basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA); y (5) otros procedimientos de ampliflcacion varios 
tales como la reaccion de reparation en cadena (RCR) y la reaccion de la sonda ci'clica (CPR) (para un 
analisis de estos procedimientos y sus fuentes comerciales, ver pp. 2-7 de The Genesis Report DX, Vol 

40 3, No. 4, Feb. 1994; Genesis Group, Montclair, N.J.). 

La capacidad de los dispositivos de la invencion es pequena, permitiendo realizar ensayos en canti- 
dades muy pequenas de una muestra h'quida (por ejemplo, menor que 50 /xl y prefer iblemente menos 
que 10 /zl). Los sistemas de flujo mesoescalares de los dispositivos puede microfabricarse con volumenes 

45 de microlitros, o alternativamente con volumenes de nanolitros o menos, lo que limita ventajosamente la 
cantidad de muestra y/o fluidos reactivos requeridos para un ensayo. Los dispositivos se pueden usar para 
llevar a cabo una variedad de analisis de polinucleotidos automatizados, sensibles y rapidos incluyendo 
los analisis de polinucleotidos en celulas o en disolucion. A la conclusion del ensayo los dispositivos se 
pueden limpiar y reutilizar, o se desechan. El uso de dispositivos desechables eiimina la contamination y 

50 reduce los riesgos biologicos. La muestra y la mezcla de reaccion y pueden permanecer sepultadas todo 
el tiempo, y el bajo volumen simplifica la elimination de residuos. 

B. Fabrication del Sustrato 

55 Se pueden disenar y fabricar dispositivos analiticos que constan de un sustrato solido y opcionalmente, 
una cubierta dispuesta sobre el sustrato con canales de flujo mesoescalares y camaras de reaccion a partir 
de una amplia gama de materiales. Los dispositivos se pueden fabricar opcionalmente a partir de un ma- 
terial el cual pueda esterilizarse facilmente. El silicio proporciona un material util a causa de la tecnologi'a 
bien desarrollada que permite su fabrication precisa y eficiente, pero se puede usar una amplia gama de 

60 otros materiales dentro del alcance de la invencion. Otros materiales que se pueden utilizar incluyen, 
por ejemplo, arseniuro de galio, fosfuro de indio, aluminio, polisilicio, nitruro de silicio, di6xido de silicio, 
poliimida y materiales termopares tales como cromo/aluminio, asf como cuarzo, vidrio, diamante, poli- 
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carbonato, poliestireno y otros polfmeros como politetrafluoroetilenos. Otros posibles materiales incluyen 
superaleaciones, zircaloy, acero, oro, plata, cobre, tungsteno, molibdeno, tantalio, KOVAR, ceramicas, 
KEVLAR, KAPTOM, MYLAR, laton, zafiro, o cualquier otro de una gama de plasticos y materiales 
polfmeros organicos disponibles en la tecnica. 

5 

El(los) puerto(s), el sistema de flujo mesoescalar, que incluye el(los) canal(es) de flujo de muestra 
y la(s) camara(s) de reaccion, y otros elementos funcionales se pueden fabricar de forma barata en 
grandes cantidades a partir de, por ejemplo, un sustrato de silicio por cualquiera de las variedades de 
procedimientos de micromaquinado conocidos por los expertos en la materia. Los procedimientos de 

10 micromaquinado disponibles incluyen procedimientos de deposicion de peh'culas tales como la deposicion 
en fase vapor qui'mica, la fabricacion basada en laser o las tecnicas fotolitograficas tales como UV, rayos 
X, procesos LIGA y moldeo plastico, o procedimientos de mordentado los cuales se pueden realizar por 
procedimientos qui'micos humedos o procedimientos de plasma. (Ver, por ejemplo, Manz y col., Trends 
in Analytical Chemistry, 10:144-149 (1991)). La disposition de canales, camaras, y puertos multiples 

15 facilita la adicion secuencial, debidamente temporizada, y volumetricamente correcta de la muestra y los 
react ivos dentro del dispositivo. 

En una realization, se pueden fabricar canales de flujo o camaras de anchuras y profundidades varia- 
bles, con al menos una teniendo una dimension mesoescalar, en un sustrato tal como el silicio. El sustrato 

20 que contiene un canal de flujo mesoescalar fabricado y la camara de reaccion se pueden cubrir y sellar con 
una cubierta de vidrio atornillada, unida anodicamente o adherida de otra rnanera al sustrato. Se pueden 
usar otros materiales de recubrimiento transparentes u opacos. Alternativamente, se pueden intercalar 
dos sustratos, o se puede intercalar un sustrato entre dos cubiertas de vidrio. El uso de una cubierta 
transparente facilita una ventana la cual facilita la vision dinamica de los contenidos en el sistema de 

25 flujo mesoescalar. Se pueden usar otras aproximaciones de fabricacion. 

C. Procedimientos de Pasivacion 

Se puede proporcionar un material a la camara de reaccion de amplificacion mesoescalar o al canal 

30 de flujo para pasivar las superficies de las paredes, es decir, para disminuir la inhibicion de la reaccion 
de amplificacion por las superficies de las paredes si la naturaleza del material de las paredes necesita tal 
tratamiento. El material se puede adherir a la superficie de la camara de reaccion o a las paredes de los 
canales, covalente o no covalentemente. Por ejemplo, las superficies de las paredes se pueden revestir con 
uno cualquiera de los agentes de silanizacion de una gama conocidos en la tecnica. Alternativamente, se 

35 puede proporcionar el material a la camara en disolucion, junto con el polinucleotido de muestra y los 
reactivos de amplificacion durante un analisis. Las camaras de reaccion mesoescalares se pueden fabricar 
con una relacion entre el area superficial de las paredes que definen la camara de reaccion y el volumen 
de la camara varia desde alrededor de 3 mm 2 //il hasta mayor que 10 mm 2 //il, u, opcionalmente, mayor 
que 20 mm 2 //xl. Segun aumenta la relacion entre el area superficial y el volumen, la transmision de calor 

40 a la camara de reaccion a traves del sustrato se mejora, y la reaccion de amplificacion dependiente de 
la temperatura se puede ciclar mas rapidamente. Concurrentemente, sin embargo, tambien se pueden 
favorecer los efectos inhibitorios de las superficies de las paredes segun la relacion entre el area superficial 
y el volumen aumenta. Los materiales para reducir la inhibicion de la reaccion de amplificacion por una 
pared de la camara de reaccion son particularmente utiles en camaras con una gran relacion entre el area 

45 superficial y el volumen, por ejemplo, mayor que alrededor de 3 mm 2 //zl. 

Los expertos en la materia apreciaran que los materiales de pasivacion y los procedimientos descritos 
aquf se aplican solo a ciertos materiales en donde se ha observado que las reacciones de amplificacion 
pueden mejorarse por pasivacion de las superficies de las camaras de reaccion. Algunos materiales que 
50 se contemplan para el uso en dispositivos de la invention son naturalmente inertes, y, por tanto, no se 
beneficiarian de los tratamientos de pasivacion descritos aquf. 

El sustrato puede constar de un material conductor del calor tal como el silicio o el vidrio. La camara 
de reaccion y/o las paredes de los canales se pueden pasivar median te el revestimiento de la superficie 

55 con un siiano usando un agente de silanizacion disponible en la tecnica. Los agentes de silanizacion utiles 
incluyen el dimetilclorosilano (DMCS), dimetiidiclorosilano (DMDCS), hexametildisilazano (HMDS) y 
trimetilclorosilano (TMCS). Estos clorosilanos pueden reaccionar covalentemente con los grupos hidro- 
xilo superficiales en las pareces que constan de silicio u otro material que pudiera interferir potencialmente 
con la reaccion mediante, por ejemplo, union al polinucleotido de muestra o a los reactivos de amplifi- 

60 cation. 

Adicionalmente, a las paredes de las camaras de reaccion y/o de los canales se les pueden propor- 
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cionar un revestimiento de silicona usando un agente siliconizante disponible comercialmente, tal como 
Aquasil™ o Surfasil™ (Pierce, Rockford, IL), o Sigmacote™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). 
Los reactivos sihconizantes disponibles de fabricantes comerciales, tales como Pierce (Rockford, IL) o 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), son organosilanos que contienen un grupo hidrolizable, el cual 
5 se puede hidrolizar en disolucion para formar un silanol el cual puede polimerizar y formar una peh'cula 
sobre la superficie de la camara, y puede reaccionar con grupos hidroxilo en la superficie de la camara, 
de tal forma que la peh'cula este estrechamente unida sobre toda la superficie de la camara. 

El revestimiento puede ademas incluir una macromolecula asociada no covalentemente o covalente- 
10 mente con el revestimiento, para reducir mas los efectos inhibitorios de la pared de la camara de reaccion 
en la reaccion de amplificacion. Las macromoleculas utiles incluyen un poh'mero de aminoacidos, o 
poh'meros tales como polivinilpirrolidona, acido poliadenflico, o polimaleimida o materiales tales como 
la maleimida. Otras macromoleculas utiles incluyen, por ejemplo, poii-L-alanina, poli-L-acido aspartico, 
poliglicina, poii-L-fenilalanina, o poli-L-triptofano. Se puede proporcionar una peh'cula de oxido de silicio 
15 en las paredes de la camara de reaccion y/o de los canaies para reducir la inhibition de la reaccion de 
amplificacion por las superficies de silicio de las paredes. La peh'cula de oxido de silicio se puede formar 
por un procedimiento termico en donde el sustrato se calienta en presencia de oxi'geno. Alternativamente, 
se puede utilizar una oxidation mejorada con plasma, o un procedimiento de deposito qufmico por fase 
vapor. Adicionalmente se puede revestir la camara de reaccion y/o las paredes de los canaies con un 
20 poh'mero, tal como el poli(cloruro de vinilo). Por ejemplo, se puede anadir al sistema de flujo mesoescalar 
una disolucion de poli(cloruro de vinilo) en cloroformo, y se puede entonces formar el revestimiento por 
evaporation del disolvente. 

En otra realization, un agente de bloqueo, tal como un polinucleotido o un polipeptido, se puede 
25 anadir a la camara. Por ejemplo, se puede anadir ADN genomico o acido poliadenflico a la disolucion 
en la camara de reaccion, a una concentracion preferiblemente mayor que la concentration del polinu- 
cleotido de muestra. Esto permite al polinucleotido ocupar cualquier sitio en las superficies de la pared 
que podrian potencialmente unirse al polinucleotido de muestra o a los reactivos del ensayo y reducir 
el rendimiento de la reaccion. Si se usa ADN o ARN como polinucleotido de bloqueo, deberia estar 
30 desprovisto efectivamente de secuencias que pudieran interferir con la reaccion de amplificacion (es decir, 
deberia contener sustancialmente solo secuencias no relacionadas con las del polinucleotido de muestra). 
Otras composiciones que podrian utilizarse como agentes de bloqueo incluyen seroalbumina bovina o un 
poh'mero de aminoacidos, o poh'meros tales como la polivinilpirrolidona, o la polimaleimida o composi- 
ciones tales como la maleimida. 

35 

D. Variation Ciclica de la Temperatura 

Se puede llevar a cabo una reaccion de amplificacion de polinucleotidos, tal como una reaccion por 
PCR, en la camara de reaccion del dispositivo 10 mostrado en las Figuras 1A y 2A. Una realizacion 

40 aiternativa del dispositivo 10 se ilustra en las Figuras IB y 2B. Como se ilustra esquematicamente en las 
Figuras 1A, IB, 2A y 2B, el dispositivo 10 puede incluir un sustrato de silicio 14 microfabricado con los 
puertos de entrada 16, un canal de flujo mesoescalar 20, y una camara de reaccion 22. La muestra de 
polinucleotido y los reactivos requeridos para la reaccion de polirnerizacion se anaden, y los productos 
se retiran (si es necesario) a traves del canal de flujo 20 desde la camara de reaccion 22 a traves de los 

45 puertos de entrada 16 los cuales se fabrican en un extremo del canal de flujo 20. El sustrato 14 se cubre, 
por ejemplo, con una cubierta de vidrio o de plastico 12. El dispositivo 10 se puede usar en combination 
con un aparato, tal como el aparato 50 mostrado esquematicamente en la Figura 3A. El aparato 50 in- 
cluye un sitio de acoplamiento 58 para contener al dispositivo 10, y para enlazar los puertos, por ejemplo, 
los puertos 16 en el dispositivo 10, con una linea de flujo 56 en el aparato. Se usa una bomba 52 en el 

50 aparato 50 para enviar una muestra y/o reactivos desde la h'nea de flujo 56 en el aparato hasta la camara 
de reaccion 22 por los puertos de entrada 16. 

El aparato 50 puede incluir un elemento de calefaccion/enfriamiento 57 para controlar la temperatura 
dentro de la camara de PCR, por ejemplo, un elemento calef actor electrico y/o un serpenti'n de refri- 

55 geracion. El elemento de calefaccion electrica se puede integrar alternativamente en el sustrato 10, con 
contactos para alimentation acoplados a contactos electricos acoplables en el aparato debajo de la camara 
de reaccion 22. Alternativamente, como se muestra en la Figura 3B, el aparato puede incluir un medio 
de calefaccion 53, tal como un laser, un calentador Peltier, o una fuente de energfa electromagnetica, 
dispuesta sobre o adyacente a la camara de reaccion en el dispositivo 10. El calentador tambien se 

60 puede disponer en el aparato debajo de la camara de reaccion. Se puede usar un microprocesador en el 
aparato para regular el elemento calefactor para proporcionar un ciclo de temperatura en la camara de 
amplificacion entre una temperatura adecuada para la deshibridacion, por ejemplo, 94°C, y una tempe- 
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ratura adecuada para el anillamiento y la polimerizacion, por ejemplo, 4O-60°C para el anillamiento y 
70-75° C para la polimerizacion. Se puede proporcionar tambien un termopar, termistor o termometro de 
resistencia en el sustrato en contacto electrico con el aparato, para permitir al microprocesador detectar 
y mantener los ciclos de temperatura en ia camara de reaccion. Se pueden combinar ventajosamente 
5 el calentamiento y la medicion mediante el uso de un unico elemento, por ejemplo un termometro de 
resistencia, para ambos propositos, combinando calor y medicion simultaneamente o en una base multi- 
plexada. 

Tambien se puede incluir en el aparato un elemento refrigerante, tal como una bomba de calor ter- 
10 moelectrica en miniatura (Materials Electronic Products Corporation, Trenton, Nueva Jersey), un termo- 
par Peltier o un dispositivo de enfriamiento Joule Thompson, para ajustar la temperatura de la camara 
de reaccion. En otra realizacion, en el aparato mostrado en la Figura 3B, la temperatura de la camara de 
reaccion se puede regular mediante un pulso de laser temporizado dirigido a la camara de reaccion a traves 
de la cubierta de vidrio 12, de tal manera que permite el calentamiento y enfriamiento secuencial de la 
15 muestra a las temperaturas requeridas para el ciclo de amplificacion del polinucleotido. Adicionalmente, 
el calentamiento y el enfriamiento se pueden combinar ventajosamente mediante el uso de termopares 
Peltier para proporcionar ambas funciones. Las propiedades termicas del siiicio permiten ciclo rapido de 
calentamiento y enfriamiento. El uso de camaras de reaccion fabricadas con una relation de area superfi- 
cial a volumen alta, por ejemplo, mayor que 3 mm 2 //xl, es ventajosa, dado que se facilita la transmision 
20 de calor desde y hasta los contenidos de la camara de reaccion. Esto mejora la eficiencia de la variation 
cfclica de temperatura y la productividad de la reaccion de amplificacion dentro de la camara. 

Como se ilustra esquematicamente en las Figuras 4, 5 y 6A, se puede microfabricar una camara de 
reaccion de amplificacion de polinucleotidos mesoescalar con multiples secciones, por ejemplo, dos seccio- 

25 nes 22A y 22B, conectadas por el canal de flujo 20B. en esta realizacion, la seccion 22A se calienta hasta 
o se mantiene a una temperatura adecuada para la deshibridacion y la seccion 22B se calienta hasta o 
se mantiene a una temperatura adecuada para el anillamiento y la polimerizacion. Durante un analisis, 
el dispositivo se puede situar en el aparato 50 (Figura 6A). Al aparato 50 se le proporcionan medios 57 
para controlar la temperatura de las secciones de la camara de reaccion. Alternativamente, se puede 

30 usar un laser para calentar las secciones. Se puede incluir un termopar u otro dispositivo de medida de 
temperatura en el sustrato para seguir las temperaturas de las secciones de la camara de reaccion, y su 
salida se puede usar para controlar la entrada termica, por ejemplo, con ayuda de un microprocesador. 

En operation, se usa una bomba 52 en el aparato para enviar la muestra de polinucleotido y los 
35 reactivos requeridos desde la linea de flujo 56 a traves del puerto de entrada 16A a la seccion 22A. La 
bomba 52, la cual se puede tambien controlar por un microprocesador en el aparato, se usa entonces para 
transferir la muestra periodicamente, entre las secciones 22 A y 22B, a traves del canal 20B, para realizar 
un ciclo de reaccion de amplificacion de polinucleotidos repetitiva, mientras que el puerto 16B sirve como 
respiradero. Cuando la reaccion se completa, la bomba 52 en el aparato 50 se puede usar para enviar la 
40 muestra a traves del puerto 16B y la linea 56 en el aparato hasta el puerto 59 para recuperar el producto. 
Por supuesto, se pueden usar tres o mas camaras, cada una de las cuaies se mantiene a una temperatura 
adecuada para llevar a cabo una reaccion particular. 

En el dispositivo 10 mostrado en las Figuras 4,5 y 6B, se puede usar un elemento calefactor para ca- 
45 lentar la seccion 22A hasta una temperatura adecuada para la deshibridacion del ADN de doble cadena, 
por ejemplo, 94°C, mientras que la seccion 22B y el canal 20B, el cual conecta las secciones 22A y 22B, se 
separan de la seccion 22A de forma que en el transporte de una muestra calentada desde la seccion 22A 
hasta la 22B, el calor se disipa suficientemente para permitir que la temperatura de la muestra caiga hasta 
la temperatura requerida para el anillamiento y la polimerizacion antes de que la muestra se retorne a ia 
50 seccion 22A para una mayor delation. Esto se puede conseguir rapidamente dado que el siiicio tiene una 
conductividad termica relativamente alta y el area de la interfase entre la muestra liquida y el sustrato 
es bastante alta. En esta realizacion, los microprocesadores en el aparato 50 se usan para controlar la 
bomba 52, la cual regula el ciclo de flujo de la muestra entre las secciones 22A y 22B. Asf, un equilibrio 
termico dinamico crea un gradiente de temperatura a lo largo del camino de flujo entre las camaras, y 
55 se consiguen temperaturas apropiadas en ambas usando una unica fuente calefactora. Son posibles otros 
disenos. Por ejemplo, el anillamiento y de polimerizacion se pueden ejecutar en diferentes secciones de 
una unica camara, fijadas a diferentes temperaturas optimizadas. 

E. Puertos de Trasferencia de Fluidos de Sellado 

60 

Los dispositivos incluyen un sustrato solido fabricado con una camara de amplificaci6n de polinu- 
cleotidos mesoescalar. Los dispositivos incluyen ademas al menos un puerto de entrada de muestra, y 
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un canal de flujo de muestra conectando el puerto de entrada con la camara de reaccion. Uno o mas 
puertos y canaies de flujo en el dispositivo se pueden fabricar dentro del sustrato (Figura 1A) o en una 
cubierta dispuesta sobre el sustrato (Figura 1C). La cubierta puede constar de, por ejemplo, un material 
transparente, tal como vidrio o cualquiera de una gama de materiales plasticos disponibles en la tecnica. 

5 

La invencion proporciona medios para sellar uno o mas de los puertos durante una reaccion de ampli- 
fication, para impedir la evaporation de liquidos durante la variation ci'clica de la temperatura. En una 
realization, se proporciona un aparato de liberacion de fluido para enviar fluido hasta y desde la camara 
de reaccion a traves del puerto, el cual esta adaptado para ajustarse a y/o encajar en el puerto, y el 
10 cual puede sellar reversiblemente el puerto despues de la liberacion de fluido a la camara de reaccion. 
Se puede utilizar una jeringa o una pipeta capaz de ajustarse a y sellar un puerto de entrada/ salida de 
fluido en el sustrato. 

Como se ilustra en las Figuras 19 y 22, en una realizacion, la cubierta 12 se puede fabricar con la 
15 cavidad 87 para ajustarse a y recibir una pipeta 8. La pipeta 86 puede estar provista de una punta de 
pipeta 84 la cual incluye una apertura 88 para transferir fluido desde la punta de pipeta 84 a traves de 
canal de flujo 20A en la cubierta hasta el canal de flujo 20B y la camara de reaccion de amplification 
22 en el sustrato 14, cuando la pipeta esta encajada en la cavidad 87. La punta de pipeta puede ser 
opcionalmente liberable de la pipeta, y puede ser desechable para evitar la contamination entre muestras. 

20 

Como se ilustra en la Figura 20, la apertura 88 se puede posicionar en una pared lateral de la punta de 
pipeta 84, para permitir a la punta de pipeta, en una pipeta encajada en la cavidad 87 en el dispositivo 
10 mostrado en la Figura 22, moverse entre una primera posicion la cual permite la transferencia de 
fluido desde la punta a traves de la apertura 88 al canal de flujo 20A y hasta la camara de reaccion 22, 
25 y una segunda posicion para permitir a la apertura mirar hacia una pared de la cavidad 87, sellando de 
este modo el canal 20A y la camara 22 durante una reaccion. Adicionalmente, se puede proporcionar un 
miembro 85 depresible, el cual se extiende desde el sustrato, y el cual es capaz de sellar el puerto por 
depresion del miembro 85, como se ilustra en la Figura 21. 

30 Los dispositivos que constan de puertos de transferencia de fluido sellados como los descritos arriba 
se pueden utilizar para una variedad de propositos aparte de la amplification de polynucleotides. Por 
ejemplo, tales puertos se pueden emplear en un dispositivo separado para la preparation de la muestra, 
inmunoensayo, o ambos, como se describe en la Solicitud de propiedad comun co-pendiente No. de Serie 
[aiin no asignado], la description de la cual se ha incorporado aqui por aiusion. 

35 

F. Detection de Polinucleotidos Amplificados 

El polinucleotido amplificado presente en la camara de reaccion se puede detectar mediante una gama 
de procedimientos conocidos en la materia para detectar polinucleotidos, tales como eiectroforesis en gel 

40 de agarosa en presencia de bromuro de etidio. En una realizacion, el polinucleotido amplificado producto 
se puede detectar directamente en la camara de reaccion, usando reactivos disponibles comercialmente 
desarrollados para tal proposito (por ejemplo, reactivos "Taq Man"™, Perkin Elmer Corporation). Los 
dispositivos tambien pueden estar provistos de medios para detectar polinucleotidos amplificados dispues- 
tos en el sustrato o en un aparato usado en combinacion con el sustrato. La presencia de polinucleotido 

45 amplificado producto en el aparato se puede detectar por uno cualquiera de los procedimientos que in- 
cluyen, pero no se limitan a: (1) seguimiento de la presion o la conductividad electrica de fluidos de 
muestra que entran y/o salen de la camara de reaccion en el sistema de flujo mesoescalar; (2) formation 
de un complejo detectable, por ejemplo, uniendo el polinucleotido producto con una sonda marcada, 
tal como un oligonucleotide marcado o una sonda de anticuerpo; y (3) separation por eiectroforesis del 

50 polinucleotido producto de los reactivos y otros componentes de la muestra. 

Los dispositivos anah'ticos tambien se pueden utilizar en combinacion con un aparato para ver los 
contenidos de los canaies mesoescalares en los dispositivos. El aparato en una realizacion puede cons- 
tar de un microscopio para ver los contenidos de los canaies mesoescalares en los dispositivos. En otra 

55 realizacion, se puede inciuir una camara en el aparato, como se ilustra en el aparato 60 mostrado es- 
quematicamente en las Figuras 17 y 18. El aparato 60 esta provisto de una carcasa 62, una pantalla 
de visualization 64 y una ranura 68 para insertar el dispositivo al aparato. Como se muestra en section 
transversal en la Figura 18, el aparato 60 tambien incluye una videocamara 68, y un sistema optico 70, y 
un mecanismo basculante 72 para contener al dispositivo 10, y permitir ajustar manualmente la situation 

60 y el angulo del dispositivo 10. El sistema optico 70 puede inciuir un sistema de lentes para aumentar 
los contenidos de los canaies, asi como una fuente de luz. La videocamara 68 y la pantalla 64 permiten 
el seguimiento visual y la grabacion opcional usando del aparato de los cambios en las propiedades del 
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fluido de muestra, tales como propiedades de flujo o color, inducidas por la presencia del producto de 
amplificacion de polinucleotidos. Adicionalmente, se puede seguir la adicion o eliminacion de muestras 
fluidas a o desde las camaras de reaction, por ejemplo, opticamente, usando el aparato. 

5 En una reahzacion, se puede detectar el polinucleotido amplificado producto usando una camara de 
deteccion fabricada en el sistema de flujo mesoescalar en el sustrato en comunicacion fluida con la camara 
de reaccion. La camara de deteccion esta provista de un agente formador de complejos por ejemplo, un 
componente aglutinante capaz de aglutinarse con el polinucleotido amplificado para formar un complejo 
detectable. El componente aglutinante puede constar de, por ejemplo, una sonda de anticuerpo o polinu- 

io cleotido. La camara de deteccion se puede fabricar segun los procedimientos descritos en el documento 
U.S. No. Serie 07/877,702 presentado el 1 de mayo, 1992, la description del cual se incluye aquf por 
alusion. En otra realizacion, el agente formador de complejos puede anadirse a la camara de reaccion 
despues de que la reaccion se compieta, para formar un complejo detectable en esa camara. El dispositivo 
se puede usar en combination con un detector tal como un aparato que contenga un microprocesador 

15 para detectar y grabar los datos obtenidos durante un ensayo. 

En una realizacion, la camara de deteccion mesoescalar puede estar provista de un sustrato inerte, por 
ejemplo, una perla u otra particula, capaz de unirse al polinucleotido producto, para causar una agiome- 
racion detectable de las perlas en presencia del polinucleotido polimerizado producto. La aglomeracion 
20 inducida de las particulas se puede mejorar mediante la union de un componente aglutinante, tal como 
un anticuerpo, a la particula. 



Los anticuerpos u otros componentes aglutinantes capaces de unirse al polinucleotido producto se 
pueden introducir en la camara de deteccion, o pueden revestirse, quimicamente o por adsorcion, en la 

25 superficie de la region de deteccion, o alternativamente, en la superficie de una particula inerte en la 
region de deteccion, para inducir la union, proporcionando un ensayo positivo para el polinucleotido. Las 
tecnicas para la activation qui'mica de superficies siiiceas estan bien desarrolladas, particularmente en el 
contexto de la cromatograffa. (Ver, por ejemplo, Haller en: Solid Phase Biochemistry, W.H.Scouten, Ed., 
John Wiley, Nueva York, pp 535-597 (1983); y Mandenius y col., Anal. Biochem. 170: 68-72 (1988)). En 

30 una realizacion, el componente aglutinante puede constar de un anticuerpo, y se pueden realizar en la 
region de deteccion tecnicas de inmunoensayo conocidas en la tecnica. (Ver, por ejemplo, Bolton y col., 
Handbook of Experimental Immunology, Weir D.M., Ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1986, 
Vol. 1, Capftulo 26, para una exposition general sobre los inmunoensayos) 

35 Se puede adjuntar al componente aglutinante un marcador detectable opticamente tal como una 
molecula fluorescente o una perla fluorescente para mejorar la deteccion del polinucleotido amplifi- 
cado producto. Alternativamente se puede enviar a traves del sistema de flujo una segunda sustan- 
cia marcada, tal como un anticuerpo marcado fluorescentemente para unir al complejo ligado polinu- 
cleotido/ componente aglutinante en la region de deteccion para producir un "emparedado" que incluya 

40 un componente detectable opticamente indicativo de la presencia del analito. La union del polinucleotido 
amplificado al componente aglutinante en la region de deteccion se puede detectar, por ejemplo, visual- 
mente o por maquina, a traves de una ventana transparente dispuesta sobre la region de deteccion. En 
una realizacion, la production de polinucleotido amplificado se puede detectar mediante la adicion de un 
tinte tal como bromuro de etidio, el cual exhibe fluorescencia mejorada en union al un polinucleotido de 

45 doble cadena. Higuchi y col. Biotechnology, 10:413 (1992). 

La camara de deteccion tambien puede estar provista de un polinucleotido complementario marcado 
capaz de unirse a una de las cadenas del polinucleotido amplificado, por ejemplo, un polinucleotido mar- 
cado inmovilizado en una perla, para permitir la deteccion del polinucleotido amplificado producto por 
50 medio de la aglutinacion de perlas. Se pueden utilizar las tecnicas de hibridacion de polinucleotidos 
conocidas en la tecnica. Maniatis y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd ed., Cold Spring 
Harbor Press, 1989); Vener y col., Anal. Chem., 198:308-311 (1991). Se pueden adjuntar sondas de 
polinucleotido a, por ejemplo, una particula de latex submicronica. Wolf y col., Nucleic Acids Research, 
15:2911-2926 (1987). 

55 

En otra realizacion, los productos de amplificacion de polinucleotidos se pueden separar de los reac- 
tivos y otros componentes de la muestra original mediante procedimientos electroforeticos adaptables a 
los dispositivos mesoescalares de la invention. Tales tecnicas son conocidas en la tecnica. Por ejemplo, 
se han fabricado perforaciones microlitograficos en Si0 2 con el proposito de separar electroforeticamente 
60 moleculas de ADN (Volkmuth & Austin, Nature 358:600-602, 1992). Adicionalmente, se han microfabri- 
cado placas de vidrio con varias combinaciones de canaies para realizar electroforesis capilar para separar 
varias moleculas bioiogicas (Harrison y col., Science 261: 895-897, 1993). 
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En esta realization, los dispositivos de la invention se pueden fabricar con una region de detection 
que consta de un reticulado microlitografico o una serie de canales, y se puede realizar la electroforesis 
en la piaca proporcionando un campo electrico apropiado a traves de la region (por ejemplo, situando 
5 microelectrodos en cualquier termination de la region de detection). La region esta provista de un area de 
carga en una terminacion para recoger los contenidos de la camara de reaccion antes de la electroforesis. 
Los componentes varios de la mezcla de reaccion se separan entonces unos de los otros por electroforesis. 
El producto de amplification de polinucieotidos se puede identificar por comparacion de tamano con 
moleculas de tamano conocido. En una realization, se introducen marcadores de tamano enO la region 

io de detection (por medio de un puerto de acceso), se separan electroforeticamente, y los resultados se 
graban y se almacenan (por ejemplo en la memoria del ordenador). Los contenidos de la camara de 
reaccion se transfieren entonces a la region de detection, se separan electroforeticamente, y los resultados 
se graban y se comparan con los resultados de la electroforesis de los marcadores de tamano. De esta 
manera, se puede identificar un producto de amplificacion de polinucieotidos, asf como purificarse para su 

15 uso posterior, sin el uso de sustancias inertes y componentes aglutinantes para capturar el polinucleotido 
producto. 

La amplificacion del polinucleotido tambien se puede detectar usando una region de detection sensible 
a la restriction de flujo causada por la presencia del polinucleotido producido en la camara de reaccion, 

20 como se describe en el documento U.S. Solicitud No. de Ser. 08/250,100, la description de la cual se ha 
incorporado aqiu por alusion. La presencia de un polinucleotido amplificado tambien se puede detectar 
midiendo la presion o la conductividad electrica de las muestras fluidas que entran y salen del sistema de 
flujo. La conductividad se puede medir, por ejemplo, usando contactos electricos los cuales se extienden 
a traves del sustrato y los cuales se acoplan a contactos electricos en un aparato usado en combination 

25 con el dispositivo. Los contactos electricos se pueden fabricar mediante tecnicas conocidas, tales como 
varios procedimientos de fusion zonal de gradiente termico. (Ver Zemel y col., en: Fundamentals and 
Applications of Chemical Sensors, D. Schuetzle y R. Hammerle, Eds., ACS Symposium Series 309, Was- 
hington, DC, 1986, p. 2.) 

30 Se pueden detectar el polinucleotido amplificado en la camara de reaccion siguiendo la presion de 
los fluidos de muestra. Por ejemplo, en un dispositivo 10, encajado en el aparato 50, ilustrado es- 
quematicamente en la Figura 6A, los detectores de presion 54 conectados al fluido de muestra que entra 
y sale el sistema de flujo mesoescalar a traves de los puertos 16 permitiran la detection de descensos de 
presion causados por la presencia del producto polimerizado y la resultante obstruction o restriction de 

35 flujo. Tambien se puede fabricar un detector de presion mesoescalar directamente en el sustrato de silicio. 
Angell y col., Scientific American 248: 44-55 (1983). 

La amplificacion de polinucieotidos se puede detectar mediante el uso de un sistema de flujo mesoes- 
calar sensible a la restriction de flujo, construido con un modelo "fractal", es decir, un modelo de canales 

40 de flujo divergentes. Los canales se pueden fabricar en un sustrato de silicio para tener dimensiones pro- 
gresivamente reducidas, proporcionando canales de flujo progresivamente mas estrechos. Se apreciara por 
los expertos en la materia que, aunque se ejemplifican los canales bifurcantes, los dispositivos se pueden 
fabricar con diferente numero de canales de flujo paralelos u otros modelos simetricos o asimetricos de 
canales de flujo con areas transversales reducidas. Alternativamente, se puede utilizar un unico canal que 

45 consta de una region mas estrecha, como se describe en la Solicitud de propiedad comun U.S. Ser. No 
08/250,100 (incorporado aqm por alusion). 

La Figura 7 muestra una vista plana esquematica de un sustrato 14 fabricado con un sistema de 
canales de flujo 40 conectados por los canales 20 a los puertos 16 y una camara de reaccion que consta de 

50 las secciones 22A y 22B. La presencia de polinucleotido amplificado producto en una muestra influira en 
las caracteristicas de flujo dentro de los canales de flujo. Los canales 40 en esta realization se disponen 
simetricamente y tienen un diametro progresivamente mas estrecho hacia el centro del patron. El flujo a 
traves de este modelo de canales es sensible a los cambios en la viscosidad del fluido causados por la pre- 
sencia del polinucleotido amplificado producto. Alternativamente, se puede utilizar un sistema de canales 

55 de flujo mas complejo, como se ilustra en la Figura 13. La Figura 13 ilustra un par de sistemas de canales 
de flujo 40A y 40B. El sistema de canales 40A se construye con canales de flujo progresivamente mas 
estrechos hacia el centro del modelo, resultando en una sensibilidad a la restriction del flujo mejorada. 

La restriction del flujo se puede detectar, por ejemplo, opticamente, a traves de una cubierta transpa- 
60 rente sobre la section de detection. Alternativamente, se pueden utilizar uno o mas detectores de presion 
para detectar los cambios de presi6n debidos a cambios en las propiedades del fluido causadas por la 
acumulacion de polinucleotido amplificado en o mas alia de los caminos de flujo restringido. Tambien 
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se pueden detectar rapidamente ios cambios de la conductividad en la amplification de polinucleotidos 
mediante detectores de conductividad electrica en contacto con la region de flujo. Por ejemplo, la obstru- 
ction de la region restringida 40, el cual bioquea el flujo desde el puerto de entrada 16A al puerto de salida 
16B, se podria detectar mediante una sonda de conductividad conventional 17 cuya salida es indicativa de 
5 la presencia o ausencia de fluidos acuosos en el canal de descarga. Se pueden incluir en la region de flujo 
restringido componentes aglutinantes tales como anticuerpos marcados o sondas de polinucleotidos, por 
ejemplo, inmovilizados, oenun reactivo en fase solida tal como una perla, para unirse al polinucleotido 
amplificado para inducir la reduction de flujo en el camino de flujo restringido. 

io En una realization, el sistema de flujo mesoescaiar incluye una camara para lisar celulas de una mues- 
tra para preparar un analisis de polinucleotidos aguas abajo. Los dispositivos tambien pueden incluir 
una region adaptada para separar un tipo particular de celulas en una poblation celular heterogenea. La 
region de separation celular incluye componentes aglutinantes inmovilizados en estructuras dentro del 
sustrato las cuales se unen selectiva y reversiblemente a una celula bianco por una molecula superficial 

15 celular caracteristica, tal como una proteina. Otras celulas en la muestra pasan aguas abajo y se canalizan 
a un deposito o a traves de un puerto de salida. El flujo se puede continuar para lavar las celulas, por 
ejemplo, con un flujo de tampon. A altas velocidades de flujo y presiones, o cambiando la composition 
del disolvente, las celulas lavadas se liberan de las estructuras en las cuales se inmovilizaron, y despues 
de eso se mueven desde la region de separation celular aguas abajo hasta un medio de lisis, el cual iisa 

20 las celulas antes del analisis por PCR de ARN o ADN intracelular. 

El medio de lisis celular se dispone tfpicamente en el camino de flujo entre la region de separation 
celular (si hay) y la camara de reaction de amplification de polinucleotidos para permitir que las celulas 
se lisen antes del analisis de un polinucleotido intracelular. Como se ilustra en la Figura 9, el medio de 

25 lisis celular puede constar de protrusiones de rotura de la membrana celular 90 que se extienden desde 
la superficie de un canal de flujo 20. Segun se fuerza el fluido a traves de la protrusion de rotura 90, las 
celulas se rompen. En otra realization, los medios de lisis celular pueden constar simplemente de una 
region de dimension transversal restringida la cual ejecuta la lisis celular bajo aplicacion de suficiente 
presion de flujo. El medio de lisis celular puede tambien constar de piezas de siiicio con angulos afilados 

30 atrapadas dentro de una camara de lisis mesoescaiar. Un aparato el cual incluye medios, tales como una 
bomba, para forzar la muestra que contiene celulas hasta el medio de lisis celular, causa la lisis celular 
bajo aplicacion de una suficiente presion de flujo, y envfa subsecuentemente la muestra a traves del sis- 
tema de flujo hasta la camara de reaction. En otra realization, el medio de lisis celular puede constar de 
un agente de lisis celular. Se pueden utilizar los agentes de lisis celular conocidos en la tecnica. 

35 

Se pueden anadir reactivos a la camara de reaction desde un puerto de entrada separado en el sustrato 
en comunicacion fluida con la camara de reaction. Se puede usar un filtro, microfabricado en el canal 
de flujo en el sustrato, para filtrar ios desechos celulares antes del analisis de polinucleotidos. En una 
realization, mostrada en las Figuras 14, 15 y 16, el filtro 24 en el dispositivo 10 puede constar de un canal 

40 de flujo mesoescaiar de diametro reducido en comparacion con el canal 20. En operation, la muestra 
fluye desde el canal de flujo de muestra 20A a traves del filtro 24. El filtrado de muestra sale entonces del 
filtro 24 y fluye a traves del canal 20B. El filtro 24 esta microfabricado con canales rectos o tortuosos que 
tienen unas profundidades y anchuras preferidas del orden de 0,1 a 50 /im, y los canales de flujo amplios 
20A y 20B, los cuales tienen unas profundidades y anchuras maximas del orden de aproximadamente 

45 500 /zm. Como se ilustra en la Figura 8, la superficie de un canal de flujo 20 tambien puede incluir 
protrusiones 80 que constituyen un tamiz celular para separar las celulas por tamano aguas arriba de la 
camara de analisis por PCR. Segun las muestras celulares fluyen a traves del canal de flujo, tfpicamente 
bajo baja presion, solo las celulas suficientemente pequenas para pasar entre las protrusiones 80 alcanzan 
los elementos funcionales aguas abajo. Estas celulas pueden enviarse subsecuentemente a traves de una 

50 region de lisis celular, despues a una camara de reaction de amplification de polinucleotidos para analisis. 

En otra realization, se pueden proporcionar perlas paramagneticas o ferromagneticas dentro del sis- 
tema de flujo mesoescaiar, las cuales se pueden mover a lo largo del sistema de flujo mediante un campo 
magnetico externo, por ejemplo, en el aparato. Las perlas se pueden usar para transportar reactivos entre 

55 los elementos funcionales en el dispositivo, o para desplazar una muestra, un reactivo o una mezcla de 
reaction. En una realization, se puede inmovilizar una sonda de polinucleotido en las perlas magneticas 
permitiendo a las perlas unirse al polinucleotido amplificados. Las perlas magneticas que constan de un 
revestimiento de sonda de polinucleotido se pueden transportar a traves del sistema de flujo hasta la 
camara de reaction al final de un ensayo para unirse con el polinucleotido amplificado producto. El poli- 

60 nucleotido amplificado ligado se puede transportar entonces en las perlas magneticas hasta una camara 
de detecci6n o purification en el sistema de flujo, o hasta un puerto de recogida. 
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Aparatos de Ejemplo 

Una realization de la invention, ilustrada en la Figura 10, es un dispositivo 10 que consta de un 
sustrato 14 microfabricado con una camara de amplification de polinucleotidos mesoescalar que consta 
5 de las secciones 22A y 22B, las cuales se conectan mediante el camino de flujo 20B. El dispositivo 10 se 
usa en combination con un aparato, tal como el aparato 50, mostrado en la Figura 6A, el cual contiene 
un sitio de acoplamiento para contener el dispositivo. El aparato 50 esta provisto de los caminos de flujo 
56 acoplados a los puertos 16A, 16B, 16C y 16D en el dispositivo 10. El aparato tambien inciuye valvulas 
que permiten a los puertos 16A, 16B, 16C y 16D abrirse y cerrarse mecanicamente. El puerto 16E se 

10 inciuye para anadir reactivos a la camara de detection 22C. En una realization, los sistemas de flujo de 
los dispositivos se pueden mantener a un volumen hidraulicamente completo, y las valvulas en el aparato, 
o alternativamente, en los dispositivos, se pueden utilizar para dirigir el flujo de fluido. Las secciones 
22A y 22B de la camara de PCR se calientan hasta, por ejemplo, 94°C y 40-65°C, respectivamente, para 
proporcionar una temperatura de desnaturalizacion y una temperatura de anillamiento segiin se requiere 

15 para la PCR y otras reacciones de amplification dependientes de la temperatura. Como se expuso arriba, 
las secciones de la camara de reaction se pueden calentar por medio de un elemento electrico integrado 
en el sustrato debajo de las secciones, el cual puede acoplarse a los elementos electricos en el aparato. 
Alternativamente, se puede usar un laser optico para calentar las secciones de la camara de reaction a 
traves de una cubierta de vidrio dispuesta sobre el sustrato. Se puede proporcionar en el sustrato un 

20 detector calorifico, en contacto electrico con el aparato. Se puede usar un microprocesador en el aparato 
para controlar la temperatura de las secciones de la camara de reaction y el flujo de fluido en el sistema 
de flujo. 

Los canales de flujo del dispositivo 10 estan equipados con los filtros 24A, 24B y 24C. El filtro 24A 
25 esta disenado para evitar que entren en la camara de reaction los desechos celulares y otra materia parti- 
culada no deseada en la muestra. Los filtros 24B y 24C se inciuyen con el proposito de retener el agente 
formador de complejos (es decir las perlas 92) dentro de la camara de detection 22C. De acuerdo con 
esto, los filtros 24A, 24B y 24C no necesitan ser identicos. 

30 En operation, para una reaction de amplification dependiente de la temperatura tal como la PCR, 
inicialmente, con los canales las camaras Uenos de tampon, los puertos 16A y 16C estan abiertos mientras 
que los puertos 16B y 16D estan cerrados. Una bomba 52 en el aparato en via el fluido de muestra y/o los 
reactivos requeridos para la amplification, tales como la polimerasa Taq, los cebadores y los nucleosidos 
trifosfato, por el puerto 16A, a traves del filtro 24A, hasta la section de la camara de reaction 22A. 

35 Seguidamente se cierra el puerto 16 A y se abre el puerto 16B, y se usa la bomba 52 en el aparato para 
bombear alternativamente el flujo de fluido en ciclos a traves del canal de flujo 20B entre la section 22A, 
donde ocurre la deshibridacion del polinucleotido, y la section 22B, donde ocurren la polimerizacion y 
el anillamiento. Se puede usar el puerto 16C para ventilar el sistema, y tambien opcionalmente para 
enviar la polimerasa Taq, los nucleosidos trifosfato, los cebadores y otros reactivos. Cuando la reaction 

40 ciclica de amplification se termina, por ejemplo, despues de 30-35 ciclos, se cierra el puerto 16C y se 
abre el puerto 16D, y se acciona la bomba en el aparato para enviar los productos de reaction desde las 
secciones 22A y 22B de la camara de reaction hasta la camara de detection 22C, la cual contiene, por 
ejemplo, un polinucleotido complementario a las cadenas sentido y antisentido amplificadas, inmovilizado 
en las perlas 92. El producto de amplification se detecta observando la aglutinacion de las perlas 92, por 

45 ejemplo, visualmente a traves de una cubierta transparente dispuesta sobre la region de detection. 

Se ilustra otra realization en la Figura 10B. La funcion, estructura y operation de este dispositivo es 
similar al mostrado en la Figura 10A, exceptuando que consta de una region de detection 26, en donde 
se pueden fabricar canales o perforaciones (no mostrados) para realizar la separation por electroforesis 
50 del producto de amplification de polinucleotidos. El dispositivo inciuye un puerto 16E para anadir o 
retirar materiales de la region de detection. El dispositivo se usa en combination con un aparato similar 
al aparato 50, mostrado en la Fig. 6A, el cual consta ademas de medios para aplicar un campo electrico 
a traves de la region de detection 26. 

55 Se ilustra otra realization en la Figura 11. La funcion, estructura y operation de este dispositivo es 
similar al mostrado en la Figura 10, exceptuando que consta de una unica camara de reaction 22A. El 
dispositivo se usa en combination con un aparato tal como el aparato 50 mostrado en la Figura 3A. El 
dispositivo inciuye medios para calentar y enfriar la camara de reaction 22A alternativamente hasta una 
temperatura requerida para la desnaturalizacion y una temperatura requerida para el anillamiento y la 

60 polimerizacion. 

En operation, se usa el aparato para enviar una muestra que contiene polimerasa y otros reactivos 
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requeridos para reacciones tales como la PCR a traves del puerto de entrada 16A hasta la camara de 
reaccion 22 A. Los puertos 16A y 16D se cierran entonces utilizando una valvula conectada en el aparato. 
Se utiliza entonces el elemento calefactor en el aparato para variar dclicamente la temperatura de la 
camara de reaccion entre una temperatura adecuada para la deshibridacion y una temperatura adecuada 
5 para el anillamiento y la polimerizacion. Cuando terminan los ciclos de amplification, los puertos 16B 
y 16D se abren y la muestra se en via a la camara de deteccion 22B la cual contiene una sonda de po- 
iinucleotido, por ejemplo, inmovilizada en perlas 92 o en otro sustrato solido. Un ensayo positivo para 
el poiinucleotido se indica por la aglutinacion del sustrato solido (por ejemplo, perlas) en la camara de 
deteccion. En la realization mostrada en la Figura 10B, los contenidos de las secciones de la camara de 
10 reaccion 22A y 22B se envi'an a la seccion de deteccion 26, donde el poiinucleotido producto se separa 
electroforeticamente y se identifica. 

La invention se entendera mejor con los siguientes ejemplos, no limitantes. 
15 Ejemplo 1 

Se realiza una reaccion en cadena de la polimerasa en el dispositivo ilustrado esquematicamente en la 
Figura 11, provisto de una camara de reaccion mesoescalar 22A. Para realizar un analisis por PCR para 
detectar un poiinucleotido en una celula, se anade una muestra de lisado celular a una disolucion tam- 

20 ponada de polimerasa Taq, nucleosides trifosfato, polinucleotidos cebadores y otros reactivos requeridos 
para la PCR. El lisado de la muestra celular se envia por el aparato a traves de un puerto de entrada 
16A hasta una camara de reaccion por PCR 22A. Los puertos 16A y 16D se cierran por medio de unas 
valvulas incluidas en el aparato. Se usa un microprocesador y un elemento de control de la temperatura 
para ejecutar un ciclo de temperatura en la camara de reaccion 22A entre 94°C, para la deshibridacion 

25 del poiinucleotido, 40-60°C para el anillamiento y 70-75°C para la extension del cebador. 

Despues de completarse la reaccion en cadena de la polimerasa, se abren los puertos 16B y 16D, y se 
conecta la bomba en el aparato al puerto 16B usado para enviar la muestra desde la camara de reaccion 
por PCR 22A a traves del canal de flujo 20B hasta la camara de deteccion 22B. La camara de deteccion 
30 22B contiene las perlas 92 que constan de un poiinucleotido complementario inmovilizado en la superficie 
capaz de unirse al poiinucleotido amplificado. La aglutinacion de las perlas causada por la reaccion de 
hibridacion entre el poiinucleotido amplificado y el poiinucleotido complementario se observa a traves de 
una ventana dispuesta sobre la region de deteccion 22B, y proporciona un ensayo para la presencia del 
poiinucleotido amplificado producto. 

35 

Ejemplo 2 

La Figura 12 describe esquematicamente un dispositivo 10 que incluye un sustrato 14 usado para 
separar un acido nucleico de una subpoblacion celular en una mezcla en una muestra de fluido biologico, 

40 y realizar entonces un ensayo para una secuencia de nucleotidos particular. Hay un camino de flujo meso- 
escalar 20 microfabricado en el dispositivo 10 el cual incluye una camara de separacion celular 22A, una 
camara de lisis celular 22B, una region de filtrado 24, una camara de reaccion por PCR que consta de las 
secciones 22C y 22D, y una region de deteccion de flujo restringido 40. El sistema de flujo mesoescalar 
20 esta tambien provisto de puertos de entrada/salida fluida 16A, 16B, 16C y 16D. El dispositivo se usa 

45 en combination con un aparato, tal como el aparato 50, mostrado en la Figura 6A. 

Iniciaimente, las valvulas en el aparato se usan para cerrar los puertos 16C y 16D, mientras que los 
puertos 16A y 16B estan abiertos. Se dirige una muestra que contiene una mezcla de celulas al puerto 
de entrada de muestra 16A mediante la bomba 52 en el aparato, y fluye a traves del camino de flujo 

50 mesoescalar 20 hasta la camara de separacion 22A. La camara 22A contiene componentes aglutinantes 
inmovilizados en la pared de la camara los cuales se unen selectivamente a una molecula superficial en un 
tipo celular deseado en la muestra. Los restantes componentes celulares salen del sustrato por el puerto 
16B. Despues de la aglutinacion de la poblacion celular deseada en la camara 22A, se continua el flujo 
con el tampon, para lavar y asegurar el aislamiento de la poblacion celular. Despues se cierra en puerto 

55 16B y se abre el puerto 16C. Entonces se incrementa el flujo suficientemente para desalojar las celulas 
inmovilizadas. El flujo se continua, forzando las celulas a traves de unas protrusiones de rotura de la 
membrana 90 en la camara 22B, las cuales abren las celulas liberando el material intracelular. 

El flujo de la muestra continua mas alia del filtro 24, el cual elimina por filtrado los componentes 
60 grandes de la membrana celular y otros desechos, a la seccion 22C de la camara mesoescalar de PCR, 
la cual esta conectada con la seccion 22D de la seccion de la camara de PCR por el canal de flujo 20B. 
Luego se anaden a la seccion 22D a traves del puerto 16B la polimerasa Taq, los cebadores y otros reac- 
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tivos requeridos para el ensayo por PCR desde un puerto acoplado y un camino de flujo en el aparato, 
permitiendo la mezcla de los componentes solubles intracelulares de la subpoblacion separada de celulas 
y los reactivos de PCR. Con el puerto 16 A cerrado, se usa una bomba en el aparato conectada por el 
puerto 16B para variar ticlicamente la muestra de PCR y los reactivos a traves del canal de flujo 20B 
5 entre las secciones 22C y 22D, fijadas a, por ejemplo, 94°C y 65°C respectivamente, para ejecutar ciclos 
multiples de denaturalization, anillamiento y polimerizacion de los polinucleotidos, permitiendo la am- 
plification del polinucleotido producto. Alternativamente, se pueden cerrar todos los puertos durante la 
reaction de amplification y se puede realizar la variation ciclica de temperatura como se describio en el 
Ejemplo 1 arriba. Las valvulas en el aparato se usan despues para abrir el puerto 16D. La bomba en el 
10 aparato conectada al puerto 16B se usa entonces para dirigir el polinucleotido amplificado aislado de la 
poblacion celular hasta una region de detection que consta de una serie bifurcante de caminos de flujo 40. 
La restriction de flujo en la region de detection 40 sirve como un indicador positivo de la presencia del 
polinucleotido amplificado producto y se detecta opticamente a traves de una cubierta de vidrio dispuesta 
sobre la region de detection. 

15 

Ejemplo 3 

Se examino la amplification de un polinucleotido de muestra, (ADN del bacteriofago lambda) en una 
camara de reaction mesoescalar, que tenia unas dimensiones de 80 /xm de profundidad, 8 mm de anchura 
20 y 14 mm de longitud, fabricada en un sustrato de silicio y pasivada usando diferentes procedimientos de 
pasivacion. 

Para Uevar a cabo la reaction, se mezclaron los reactivos de PCR (por ejemplo, nucleotidos, ADN po- 
limerasa AmpliTaq, el cebador y la muestra de ADN del bacteriofago lambda) en tubos y se transfirieron 
25 a la camara de reaction mesoescalar en el sustrato de silicio. Las concentraciones finales de los reactivos 
fueron: nucleotidos, 200 mM de cada uno, polimerasa Taq, o,25 U/10 ml; cebadores, 1,0 mM de cada, 
molde de ADN, 0,1 ng por 10 ml. La variation ciclica de temperatura (normalmente 35 ciclos) se realizo 
automaticamente usando un calentador-enfriador Peltier controlado por ordenador. 

30 Los resultados de esta reaction por PCR usando diferentes procedimientos de pasivacion de las pare- 
des de la camara de reaction mesoescalar fabricada en el sustrato de silicio se ilustran en la Figura 23. La 
Figura 23 es un dibujo de un gel de agarosa que contienen bromuro de etidio, despues de la electroforesis 
de los productos de reaction en el gel. Las lfneas en el gel corresponden como sigue: (1 y 7) marcadores 
de pesos moleculares (1.000, 750, 500, 300, 150 y 50 pb); (2) productos de una reaction de amplification 

35 control realizada en un ciclador termico Perkin-Elmer Modelo 9600; (3) productos de una reaction de 
amplification control en una camara de reaction no tratada; (4) productos de una reaction de amplifi- 
cation en una camara de reaction que tiene una peh'cula termica de oxido de silicio en las superficies 
de las paredes, (5) productos de una reaction de amplification en la camara de reaction que tiene un 
revestimiento de nitruro de silicio en la superficie formado por un procedimiento deposition qufmica en 

40 vapor mejorada por plasma (PECVD) usando una mezcla de silano y amoniaco; y (6) productos de una 
reaction de amplification en una camara de reaction que tiene un revestimiento superficial de una pelicula 
de oxido de silicio formada por el procedimiento PECVD. Los procedimientos para la oxidation termica 
del silicio se describen, por ejemplo, en Runyan y Bean, "Semiconductor Integrated Circuit Processing 
Technology," Addison- Wesley Publishing Co., 1990, Capi'tulo 3. Los procedimientos para la deposition 

45 de peh'culas en superficies por un procedimiento de deposition qufmica por vapor ayudada por plasma se 
describen, por ejemplo, en Sze, "VLSI Technology," McGraw-Hill Book Co., 1983, Capi'tulo 3. 

Como se ilustra en la Figura 23, el producto de reaction se incremento sustancialmente en las camaras 
de reaction provistas de un revestimiento termico de oxido (calle 4) o un revestimiento de oxido PECVD 
50 (calle 6) en comparacion con la camara de reaction de silicio no tratada (calle 3). En contraste, el 
revestimiento de nitruro de silicio (calle 4) no tuvo un efecto de pasivacion positivo en la reaction de 
amplification. 

Ejemplo 4 

55 

Se proporciona un revestimiento a una camara de reaction de amplification de polinucleotidos meso- 
escalar fabricada en un sustrato de silicio para pasivar las superficies de las paredes de la camara. 

Se proporciona un sustrato de silicio el cual se fabrica con unos puertos de entrada y salida de fluido 
60 y un sistema de flujo mesoescalar que incluye un canal de flujo, en comunicacion fluida con los puertos, y 
una camara de reacci6n de amplificaci6n de polinucleotidos. La camara de reaction de amplificaci6n me- 
soescalar, que tiene unas dimensiones de 80 /mi de profundidad, 8 mm de anchura, y 14 mm de longitud, 
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se trata con un reactivo siliconizante y opcionalmente una macromolecula para formar un revestimiento 
el cual pasiva a la superficie de silicic La camara de amplificacion se Uena con un reactivo siliconizante 
tal como Aquasil™ o Surfasil™ (Pierce, Rockford, IL) o Sigmacote™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO) usando una pipeta de 100 /d y aplicando una presion negativa al agujero de salida de la placa. El 
5 agente siliconizante se deja permanecer en la placa durante al menos 30 min. a temperatura ambiente. 
Una presion negativa constante se aplica al puerto de salida para retirar el reactivo siliconizante, durante 
al menos alrededor de cuatro horas. Se envfan alrededor de 100 yX de agua destilada o tampon TE 0,1 
M a traves del sistema de flujo por el puerto de entrada hasta la camara de amplification, usando una 
pipeta de 100 /d, y se aplica una presion negativa al puerto de salida. Se repite el lavado alrededor de 6 
10 veces. Despues del ultimo lavado, se aplica presion negativa al puerto de salida durante alrededor de 10 
a 15 minutos para drenar los canales. 

Alternativamente, la superficie de la camara de amplificacion se pasiva con un reactivo de silanizacion 
tal como el dimetildiclorosilano (DMDCS) o dimetilclorosilano (DMCS). Los procedimientos que se pue- 
15 den usar para tratar superficies con agentes siliconizantes o silanizantes se describen, por ejemplo, en 
Pierce, "Instructions: Siliconizing Agents," Rockford, IL, 1993, la description del cual se incorpora aqui 
por alusion. 

La camara de reaction de amplificacion despues se llena opcionalmente con una solution de un agente 
20 de bloqueo que consta de una macromolecula (alrededor de 10 mg/ml de macromolecula en tampon Tris 
0,1 M, pH 8,6), por ejemplo, un polimero de aminoacido (ver Tabla 2), por el puerto de entrada usando 
una pipeta de 100 /d y aplicando una presion negativa al puerto de salida. La solution de macromolecula 
se deja permanecer a en la camara de reaction durante al menos alrededor de 1 hr a 4°C. Se aplica 
entonces una presion negativa al puerto de salida del dispositivo durante alrededor de 10 a 15 minutos. 
25 Esto proporciona un revestimiento de la macromolecula asociado no covalentemente con la superficie de 
silicio tratada. 

Ejemplo 5 

30 Se probo la efectividad de diferentes revestimientos en la disminucion del efecto inhibitorio del silicio 
en una reaction de amplificacion de polinucleotidos. 

Se revistio una muestra de polvo de silicio con Surfasil™ (Pierce, Rockford, IL) o Sigmacote™ 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y se dejo secar. Las particulas de silicio se revistieron entonces con 
35 una variedad de macromoleculas diferentes (obtenidas de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) listadas 
en la Tabla 2, como se describio en el Ejemplo 4. Se pusieron entonces alrededor de 4 mg de cada pre- 
paration de silicio revestido en tubos de reaction separados conteniendo 45 /d de una mezcla de reaction 
para PCR (ver Ejemplo 3) y se ejecutaron en un ciclador termico Perkin Elmer Modelo 9600. 

40 Adicionalmente, se le proporciono un revestimiento de un reactivo de silanizacion o un reactivo silico- 
nizante asociado con diferentes macromoleculas (Tabla 2) a una camara de reaction mesoescalar teniendo 
unas dimensiones de 80 fxm de profundidad, 8 mm de anchura, y 14 mm de longitud, segun el proce- 
dimiento descrito en el Ejemplo 4. Se llevo a cabo una reaction por PCR en las camaras de reaction 
revestidas usando los reactivos como se describio en el Ejemplo 3. Los resultados usando diferentes 

45 revestimientos se muestran en la Tabla 2, usando una escala de valoracion de 0 a 4, donde el control 
positivo (ejecutado en el GeneAmp 9600) tiene una valoracion de 3. Como se ilustra en la Tabla 2, el 
revestimiento mas efectivo fue Surfasil™ (Pierce, Rockford, IL) en combination con polivinilpirrolidona 
o acido poliadenilico. 

50 
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TABLA 2 
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Se entendera que las descripciones anteriores se hacen a titulo de ilustracion, y que la invencion puede 
tomar otras formas dentro de las estructuras y procedimientos descritos aqui. A los expertos en la materia 
les pueden ocurrir variaciones y modificaciones, y todas tales variaciones y modificaciones se consideran 
parte de la invencion, como se define en las reivindicaciones. 
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RErVTNDICACIONES 

1. Un dispositive* (10) para amplificar un poiinucleotido en una muestra Uevando a cabo una reaction 
de amplification de polinucleotidos, constando el dispositivo (10) de: 

Un sustrato solido (14) fabricado para incluir al menos una camara de reaccion de amplification de 
polinucleotidos (22), teniendo dicha camara al menos una dimension transversal mesoescalar entre 0,1 
y 1.000 /Am, constando dicha camara de reaccion (22) de al menos un reactivo para la amplification in 
vitro de dicho poiinucleotido y constando de al menos una pared que tenga asociado consigo un material 
el cual disminuya la inhibition por dicha pared de una reaccion de poiinucleotido en dicha camara; y 

al menos un puerto (16) en comunicacion fluida con dicha camara de reaccion (22) para introducir 
dicha muestra en dicha camara de reaccion (22). 

2. El dispositivo (10) de la revindication 1, el cual consta ademas de un canal de flujo (20) conectando 
dicho puerto (16) con dicha camara de reaccion (22). 

3. El dispositivo (10) de la revindication 1 6 2, en donde dicho sustrato solido (14) consta de un 
material seleccionado del grupo que consta de vidrio, silicio, silice, poiisilicio, nitruro de siiicio, dioxido 
de silicio, plastico o material polimerico organico. 

4. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha camara de reaccion 
(22) tiene una profundidad menor que 500 /im. 

5. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha camara de reaccion 
(22) tiene una profundidad menor que 300 /zm. 

6. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha camara de reaccion 
(22) tiene una profundidad menor que 80 /xm. 

7. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha camara de reaccion 
tiene una relation entre el area superficial y el volumen mayor que 3 mm 2 //d. 

8. El dispositivo (10) de la revindication 7, en donde dicha relation es mayor que 5 mm 2 //xl. 

9. El dispositivo (10) de la revindication 7, en donde dicha relation es mayor que 10 mm 2 //xl. 

10. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho material se adhiere 
a la superficie de dicha pared. 

11. El dispositivo (10) de la revindication 10, en donde dicho material se une covalentemente a dicha 
superficie de la pared. 

12. El dispositivo (10) de la revindication 10, en donde dicho material consta de un polfmero. 

13. El dispositivo (10) de la revindication 12, en donde dicho material consta de un poli(cloruro de 
vinilo) 

14. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho material consta de 
un agente de bloqueo en una disolucion dispuesta dentro de dicha camara de reaccion. 

15. El dispositivo (10) de la revindication 14, en donde dicho agente de bloqueo se selecciona del 
grupo consistente en polinucleotidos y polipeptidos. 

16. El dispositivo (10) de la rei vindication 15, en donde dicho agente de bloqueo es un poiinucleotido 
de bloqueo seleccionado del grupo consistente en ADN, ARN, acido poliguanilico y acido poliadem'lico. 

17. El dispositivo (10) de la revindication 16, en donde dicha disolucion que consta de dicho poii- 
nucleotido de bloqueo tambien consta de un poiinucleotido de muestra a amplificar en dicha camara de 
reaccion. 

18. El dispositivo (10) de la revindication 10, en donde dicha composition consta de un revestimiento 
de silano en dicha superficie de la pared. 
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19. El dispositivo (10) de la revindication 18, en donde dicho revestimiento se forma por reaction de 
dicha superficie de pared con un silano seleccionado del grupo que consta de dimetilclorosilano, dimetil- 
diclorosilano, hexametiidisilazano y trimetilclorosilano. 

20. El dispositivo (10) de la reivindicacion 10, en donde dicho material consta de un revestimiento de 
silicona en dicha superficie de pared. 

21. El dispositivo (10) de la reivindicacion 20, en donde dicho revestimiento se forma mediante la 
interaction de dicha superficie de pared con un reactivo siliconizante. 

22. El dispositivo (10) de la reivindicacion 20, constando ademas de una macromolecula asociada con 
dicho revestimiento de silicona. 

23. El dispositivo (10) de la reivindicacion 22, donde dicha macromolecula es un poii'mero de 
aminoacido. 

24. El dispositivo (10) de la reivindicacion 22, donde dicha macromolecula se selecciona del grupo 
consistente en polivinilpirroiidona, acido poliadenflico y polimaleimida. 

25. El dispositivo (10) de la reivindicacion 10, en donde dicho material consta de una pelicula de 
oxido de silicio dispuesta en dicha superficie de pared. 

26. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, el cual consta ademas de un 
regulador termico (57) para regular la temperatura dentro de dicha camara de reaction. 

27. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, el cual consta ademas de un 
sistema de detection para detectar un producto de dicha reaction de amplification de polinucleotidos. 

28. El dispositivo (10) de la reivindicacion 27, en donde dicho sistema de detection consta de: 

Un agente formador de compiejos el cual, en contacto con dicho producto de dicha reaction de am- 
plification de polinucleotidos, forma un complejo detectable con dicho producto; 

Una camara (26) en la que dicho producto de reaction de amplification de polinucleotidos contacta 
con dicho agente formador de compiejos, formando por tanto dicho complejo detectable; y 

Un detector para determinar la presencia o cantidad de dicho complejo detectable en dicha camara. 

29. El dispositivo (10) de la reivindicacion 28, en donde dicha camara (26) en la cual se forma dicho 
complejo detectable es la camara de reaction de amplification de polinucleotidos (22). 

30. El dispositivo (10) de la reivindicacion 28 6 29, en donde dicha camara (26) en la cual se forma di- 
cho complejo detectable es una camara de detection en comunicacion fluida con dicha camara de reaction 
de amplification de polinucleotidos (22). 

31. El dispositivo (10) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, en donde dicha camara de reaction 
(22) esta cubierta al menos parcialmente por una cubierta (12) dispuesta sobre el sustrato. 

32. El dispositivo (10) de la reivindicacion 2 o de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 31 adjuntas 
a la reivindicacion 2, en donde dicho puerto (16) y dicho canal de flujo (20) estan fabricados sobre dicho 
sustrato (14). 

33. El dispositivo (10) de la reivindicacion 2 o de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 31 adjuntas a 
la reivindicacion 2, constando ademas de una cubierta (12) dispuesta sobre dicho sustrato (14), en donde 
dicho puerto (16) y dicho canal de flujo (20) estan fabricados en dicha cubierta (12). 

34. El dispositivo (10) de las reivindicaciones 31 6 33, en donde dicha cubierta (12) consta de un 
material seleccionado del grupo consistente en vidrios y materiales polimericos organicos. 

35. El dispositivo (10) de la reivindicacion 32, constando ademas de un miembro (85) que se extiende 
desde dicho sustrato (14), y capaz de sellar dicho puerto (16) por depresion de dicho miembro (85) contra 
dicho puerto (16). 
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36. Un dispositivo (10) segun una cualquiera de las rei vindications 1 a 35, constando ademas el 
dispositivo de: 

Un sistema de introduction de muestras para introducir una muestra en dicho dispositivo, el cual 
tambien consta de un respiradero (16B); 

Al raenos un canal de flujo de muestra extendiendose desde dicho puerto (16); 

La camara de reaction de amplification de poiinucieotidos (22) que esta en comunicacion fluida con 
dicho canal de flujo (20) y dicho respiradero (16B); y 

Un aparato de liberation de fluido para enviar fluido hasta y recibir fluido desde dicho puerto de 
entrada (16), en donde dicho aparato de liberation de fluido se ajusta a dicho puerto de entrada (16) y 
sella reversiblemente dicho puerto de entrada. 

37. El dispositivo (10) de la rei vindication 36, en donde dicho aparato de liberation consta de una 
jeringa. 

38. El dispositivo (10) de la rei vindication 36, en donde dicho aparato de liberation consta de una 
pipeta, constando dicha pipeta de una punta de pipeta (84) provista de una apertura (88) para transferir 
fluido entre dicha punta de pipeta (84) y dicho puerto de entrada (16). 

39. Un dispositivo (10) para ilevar a cabo una reaction de amplification de poiinucieotidos segun una 
cualquiera de las rei vindicaci ones 1 a 30, constando ademas el dispositivo de: 

Una cubierta (12) dispuesta sobre dicho sustrato (14), estando fabricada al menos una de dichas 
camaras de reaction de amplification de poiinucieotidos (22) en al menos uno de dicho sustrato (14) 6 
dicha cubierta (12), y en donde dicha cubierta (12) consta de: 

Una cavidad (87) para recibir y ajustarse a con una pipeta que consta de una punta de pipeta (84) 
provista de una apertura (88); y 

Un canal de flujo (20) que comunica entre dicha apertura (88) de dicha punta de pipeta (84) y dicha 
camara de reaction (22), cuando dicha pipeta esta encajada dentro de dicha cavidad (87). 

40. El dispositivo (10) de la revindication 39, en donde dicha cubierta (12) consta de un material 
transparente. 

41. El dispositivo (10) de la revindication 40, en donde dicho material transparente consta de un 
material seleccionado del grupo consistente en vidrios y materiales polimericos organicos. 

42. El dispositivo de cualquiera de las rei vindicaci ones 39 a 41, en donde dicha apertura (88) esta 
posicionada en una pared de dicha punta de pipeta (84) para permitir a dicha punta de pipeta (84) 
moverse, cuando dicha pipeta esta encajada en dicha cavidad (87), entre: 

Una primera position la cual permite la transferencia de fluido desde dicha punta (84) a traves de 
dicha apertura (88) y dicho canal (29) hasta dicha camara de reaction (22); y 

Una segunda position la cual permite a dicha apertura (88) mirar hacia una pared de dicha cavidad 
(87), sellando de ese modo dicho canal (20) y dicha camara (22). 



NOTA IN FORM ATI VA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) 

y a la Disposition Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la 
aplicacion del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a 
Espana y solicitadas antes del 7-10-1992, no produciran ningun efecto en Espana en 
la medida en que confieran protection a productos quimicos y farmaceuticos como 
tales. 

Esta information no prejuzga que la patente este o no inclui'da en la mencionada 
reserva. 
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FIG. IB 
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FIG.3A 
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FIG. 4 
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FIG.7 
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FIG. 8 
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FIG.!! 
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